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식물의 생장과 발달에 부정적인 영향을 주는 고온, 건조, 저온, 
고염도와 같은 비생물 스트레스는 식물의 생장뿐만 아니라 작물의 품질과 
생산성에도 큰 피해를 주게 된다. 비생물 스트레스에 의한 작물의 피해는 
지구 온난화로 인한 기후변화에 의해 더 증가 될 것으로 보인다. 그렇기 
때문에 비생물 스트레스에 내성을 갖는 작물을 개발하기 위하여 비생물 
스트레스에서 식물체에서 일어나는 유전자 수준의 반응을 연구하는 것은 
매우 중요하다. 고온스트레스를 처리한 고추(Capsicum annum)의 cDNA 
library에서 고온 유도성 cDNA 클론인 CaPP2C (Capsicum annum protein 
phosphatase 2C), CaMAPK1 (Capsicum annum mitogen-activated protein 
kinase 1), CaBI-1 (Capsicum annum Bax inhibitor-1)이 분리 되었고, 
3개의 유전자의 전사물들은 고온스트레스 이외에 다양한 비생물 스트레스 
조건에서 발현이 유도되었다. CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1을 CaMV 35S 
프로모터의 제어 하에 Agrobacterium을 이용한 형질전환으로 
담배(Nicotiana tabacum)에 과다 발현 시켰다. RNA blot 분석을 통해 
CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1이 각각의 형질전환체 담배에서 과다발현 
되었음을 확인 하였으며 이들 형질전환체 담배의 생체분석을 수행하였다. 
3개의 유전자를 각각 과다발현한 형질전환체는 대조군 식물체와 비교한 결과, 
그들의 형태적 차이를 확인 할 수 없었고 비생물 스트레스에도 내성을 보이지 
않았다. 3개의 유전자를 각각 과다발현한 형질전환 식물체의 전사체 




비생물 스트레스에 기능을 가질 것이라 예상하여 담배에서 ARF 유전자를 
분리하였다. 분리된 9개의 담배 ARF cDNA 클론중 NtARF1 (Nicotiana 
tabacum ADP-ribosylation factor 1 )이 CaPP2C 형질전환체 담배에서 
높은 수준으로 발현되는 것이 확인 되었고, NtARF1의 전사물은 
고온스트레스에 의해 발현이 유도되는 것이 확인되었다. NtARF1의 
식물체내에서의 기능을 연구하기 위하여 NtARF1을 과다발현 시킨 
형질전환체 담배를 제작하였다. 생체 분석 결과에서 NtARF1 형질전환체 
담배는 대조군 식물체와 비교하여 생장률, 식물 높이 및 각각의 식물체에서 
발달된 꽃의 개수가 증가하였으며 빠른 종자 발아율을 보여 주었다. 또한 
비생물 스트레스 조건인 고온, 건조, 저온, 고염도에서 NtARF1 형질전환체 
담배는 대조군 식물체와 비교하여 높은 생장률에 의해 스트레스에 대한 
내성이 증가하는 것이 확인 되었다. 전체 유전체 서열이 분석된 야생식물 및 
작물들의 database를 이용하여 ARF family protein을 분류하였다. 
계통학적 분류를 통해 ARF family protein는 4개의 Class로 나누었으며 
Class1 ARF가 모든 야생식물 및 작물들에서 가장 많이 존재하였으며 특히 
야생식물과 비교하여 작물에서 Class 1 ARF가 많은 숫자가 존재하였다.  
 
 
주요어 : ADP-ribosylation factor, 비생물 스트레스, Nicotiana tabacum, 
형질전환 식물체, 스트레스 내성 식물체, 종자 발아, 계통수 
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ABA  abscisic acid 
BFA  brefeldin a 
CaMV  cauliflower mosaic virus 
cDNA               complementary DNA 
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인류의 인구수는 꾸준히 증가 중이지만 동시에 중요한 식량자원인 
작물들의 생산량은 늘어나는 인구수에 비하여 경작지의 부족함과 여러 
환경적인 요소 때문에 줄어 들고 있다. 작물의 생산성과 효율성을 저해하는 
환경요소인 병원균, 해충들에 의한 생물학적 스트레스와 고온, 건조, 저온, 
고염등에 의한 비생물 스트레스는, 식물의 생장과 발달에 부정적인 영향을 
주므로 이는 작물의 생산량에 직접적인 영향을 주는 요소이며, 최근의 
지구온난화 현상에 의한 기후변화는 비생물 스트레스에 의한 식물들의 
피해를 증가 시키고 있다. 비생물 스트레스 요인중에 하나인 건조스트레스로 
인하여 식물은 잎의 면적이 넓으면 수분이 빨리 손실되므로 잎의 확장을 
제한하게 되고 이에 따라 광합성 또한 제한되게 된다(Benesova et al., 
2012). 식물내의 수분함량이 감소하면 세포가 수축되며 세포벽이 이완되고 
세포 부피의 변화에 따라 팽압이 감소 하게 되어 잎의 확장이나 뿌리 신장이 
영향을 받는다(Skirycz and Inzé, 2010). 건조스트레스가 심할 경우 
엽면적을 감소 시키기 위해 잎들은 노쇠하고 탈리하게 된다. 고온스트레스는 
식물의 세포막의 안정성에 영향을 주게 되는데, 고온에 의해 막지질이 과도한 
유동성을 갖게 되면 생리적 기능을 잃어 버리고 고온스트레스에 의해 
엽록체와 미토콘드리아의 막이 안정성을 잃게 되어 광합성 및 호흡 또한 
저해된다고 알려져 있다. 고온 스트레스는 단백질들의 정확한 folding을 
저해하여 그들의 기능을 억제 시키고 더 나아가 folding 되지 못한 
단백질들이 세포내에 축적되어 식물의 생장에 부정적인 영향을 주게 
된다(Huang and Xu, 2008; Hasanuzzaman et al., 2013). 저온 스트레스 




구성되어있는데, 저온에서 포화지방산을 포함하는 막이 불포화 지방산을 
포함하는 막보다 더 빠르게 막의 유동성이 감소하면서 세포막에 존재하는 
운반체, 효소들의 수송을 조절하는 H+-ATP 가수분해효소등 내재성 막 
단백질들의 활성을 억제하게 된다(Takahashi et al., 2013). 고염도 
스트레스는 토양에 존재하는 과도한 양의 고염에 의해 식물의 세포내 
Na+이온의 축척으로 인한 세포내 이온농도의 불균형과 삼투압의 불균형이 
일어나고, 세포내의 Na+이온농도가 비정상적으로 높으면 효소가 
불활성화되며 단백질 합성이 저해되고 엽록체에서 고농도의 Na+ 및 Cl- 
이온이 축적되면 광합성이 저해된다고 알려져 있다(Zhu, 2001; Zhang et 
al., 2012).  
식물은 위에 설명된 비생물 스트레스조건에서 적응하며 살아가야 된다. 
지속되는 스트레스에 대항하기 위하여 식물은 외부 스트레스를 감지하여 
신호전달(signal transduction)을 이용하여 스트레스관련 방어 유전자들을 
활성화시켜 각각의 스트레스에 반응하여 내성을 증가시키게 된다(그림 1). 
그러므로 비생물 스트레스에서 발현이 유도되는 유전자의 기능과 이들을 
조절하는 신호전달을 이해하는 것은 식물의 생장과 발달 및 작물의 생산량 
증가에도 중요하다고 할 수 있다. 식물의 방어시스템은 우선 외부환경의 
스트레스를 감지하며 시작한다. 스트레스를 감지한 식물은 2차 신호전달자인 
Ca2+, cAMP, ROS등을 생성하고 이들은 여러 신호 전달을 활성화 시키게 
된다. 신호전달 과정에서 단백질의 인산화 및 탈인산화는 단백질 키나아제 
또는 단백질 인산가수분해 효소에 의해 조절되고, 신호전달을 통하여 
전사인자들의 기능이 조절되어 비생물 스트레스 반응에 필요한 유전자들의 
발현이 조절되게 된다(Ni et al., 2009; Wang et al., 2016). AP2/EREBP, 







그림 1. 식물의 비생물 스트레스 반응에 대한  포괄적인 신호전달 과정. 
식물이 비생물 스트레스를 인지한 과정에서 스트레스 반응이 이루어지기 











비생물 스트레스에서 기능을 갖고 이들 전사인자의 과다발현은 비생물 
스트레스에 대한 내성증가에 도움을 준다는 연구 결과를 확인 할 수 
있다(Wang et al., 2016). 전사인자와 비생물 스트레스에 관한 연구 
결과에서 대부분의 전사인자들은 서로 다른 스트레스조건에 의해 발현이 
유도되어 기능을 하였지만 동일한 전사인자가 여러 비생물 스트레스조건에 
의해 공통적으로 발현이 유도되는 경우가 확인 되었다(Lippold et al., 2009, 
Li et al., 2017). 이러한 현상은 식물의 복잡한 비생물 스트레스 반응에서 
공통적으로 필요한 조절이 있기 때문에, 다양한 스트레스들에 의해 
공통적으로 발현이 유도되는 전사인자 또는 스트레스 유도성 유전자들이 
특정 신호전달 구성요인에 의하여 다양한 스트레스에서 공통적으로 발현이 
유도되는 것이라고 생각된다.  
본 연구에서 고온 스트레스를 가한 고추 식물체에서 분리한 고온 
유도성 유전자인 CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1의 비생물 스트레스에서의 
기능에 대한 연구와 이 3개 유전자들이 공통적으로 상향 조절하는 담배 ARF 
유전자중에 하나인 NtARF1의 식물체내에서의 기능을 연구 하였다. 또한 
전체 유전체 서열이 분석된 야생 식물과 주요 작물들의 database를 이용하여 












1장. CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1 유전자가 
과다발현된 형질전환 식물체의 비생물 스트레스 




식물은 다양한 비생물 스트레스에 노출되어 생존해야 된다. 비생물 
스트레스는 식물의 생장뿐만 아니라 작물의 생산성과 효율성 모두에 
부정적인 영향을 미치게 된다. 식물은 다양한 환경 속에서 적응하며 살기 
위하여 다양한 환경조건에 반응하기 위해 단백질 키나아제나 단백질 
인산가수분해효소의 작용을 통해 세포 기관들을 자극 하게 된다. 여기서 
단백질 인산가수분해효소는 식물 내에서 크게 tyrosine (Tyr) 
phosphatases와 serine/threonine (Ser/Thr) phosphatase로 나뉘어져 
있다. Serine/threonine (Ser/Thr) phosphatase는 다시 phosphor-
protein phosphatase (PPP)와 phosphoprotein metallophosphatase 
(PPM) 두 개의 클래스로 나뉘며 PP2C (protein phosphatase 2C)는 PPM 
family에 속한다(Singh et al., 2010). 애기장대에는 80개, 벼에는 90개의 
PP2C 유전자가 존재 하며 다른 식물에도 많은 수가 보존되어있는 것으로 
알려져 있다(Kerk et al., 2002; Schweighofer et al., 2004; Xue et al., 
2008; Singh et al., 2010). 특이하게도 하등 식물보다 고등 식물에서 더 
많은 수의 PP2C가 존재하는 것으로 알려져 있어, PP2C가 식물체 내에서의 




알려져 있다(Fuchs et al., 2013). 애기장대에서 PP2C는 다양한 
subfamily로 구성되어있으며 그 중 subfamily A는 ABA 신호전달 체계의 
조절인자로서 알려져 있다(Sah et al., 2016). 식물 내에서 subfamily A 
PP2C는 일반적인 생장조건에서 SnRK2 (SNF1-related protein kinase 
2)의 인산화반응을 억제하여 ABA 반응 유전자의 발현을 억제하지만 외부 
스트레스에 의해 ABA가 식물 세포내에 합성되면, ABA 수용체와 ABA가 
결합된 복합체가 PP2C와 상호작용하여 SnRK2의 활성화가 유도되어 ABA 
반응 유전자가 발현하는 것으로 알려져 있다(Hirayama and Umezawa, 
2010; Sheard and Zheng, 2013). 애기장대, 벼, 옥수수, 토마토등의 
subfamily A PP2C 유전자는 ABA, 건조, 고염, 저온스트레스에 의해 발현이 
유도된다(Xue et al., 2008; Singh et al., 2010; Sun et al., 2011; Wei and 
Pan, 2014). 애기장대 subfamily A PP2C인 ABI1과 ABI2는 ABA 
신호전달을 조절하는 것으로 알려져 있으며 이들의 유전자가 기능하지 
못하면 인산가수분해효소의 활성이 감소되며 ABA 민감성이 줄어들며 종자 
발아의 저해와 기공개폐에 결함이 생겨 건조 내성이 감소하는 것으로 알려져 
있다(Schweighofer and Meskiene, 2008). 또다른 subfamily B PP2C는 
MAPK의 활성을 조절하는 것으로 알려져 있다. AP2C는 애기장대 
subfamily B PP2C에 속하며 N-terminal에 kinase interaction motif를 
가지고 있으며 이들은 MAPK phosphatase로서 기능을 한다. AP2C는 
MPK6, MPK3 또는 MPK4등의 MAP kinase를 dephosphorylation시켜 
비활성화 시키는 것으로 알려져 있다. Subfamily C PP2C에 속하는 
phosphatase POL, PLL은 shoot와 root meristem의 embryo formation을 
조절하는 것으로 알려져 있다. POL/PLL은 cell fate를 조절하는 유전자인 




촉진하여 shoot meristem을 유지하는 것으로 알려져 있다(Fuchs et al., 
2013).  
MAPK(mitogen-activated protein kinase) cascade는 수용체에서 
전달되는 스트레스 신호를 세포내로 전달하는 역할을 하는 것으로 알려져 
있으며 대부분의 진핵생물에서 잘 보존되어 있는 것으로 알려져 있다. 
MAPK와 함께 MAP3K (MAPKKK), MAP2K (MAPKK)가 MAPK 
cascade를 구성한다. MAPK의 활성화는 가장 먼저 MAP3K의 활성화에 
의해 시작되며 활성된 MAP3K는 MAP2K를 인산화 시켜 활성화 시킨다. 
활성화된 MAP2K는 MAPK를 인산화하여 활성화 시키고(Ichimura et al., 
2002; Colcombet and Hirt, 2008) 활성된 MAPK는 많은 하위 타겟들의 
활성화를 조절한다. 예를 들어, 전사인자, microtubule-associated 
protein의 발현, 외부 자극에 반응하는 유전자의 발현등을 활성화 시키는 
것으로 알려져 있다(Neill et al., 2002; Popescu et al., 2009; Taj et al., 
2010). 때문에 MAPK 활성화는 전사인자 활성화에 의한 유전자 발현의 
변화와 cell division, cell growth, cell differentiation의 변화를 유도하게 
된다. 애기장대는 80개의 MAP3K, 10개의 MAP2K, 20개의 MAPK가 
존재하고 식물에서 MAPK는 병원체, 가뭄, 고염, 저온, wounding, 
호르몬등에 의해 발현이 유도되는 되는 것으로 알려져 있으며(Colcombet 
and Hirt, 2008; Bigeard et al., 2015) 애기장대, 벼의 MAPK 유전자들의 
과다 발현이 건조 및 고염 스트레스에 내성증가로 이어진다는 연구 결과가 
보고되었다(Hoang et al., 2012; Xu and Chua, 2012; Moustafa et al., 
2014). 다양한 비생물 스트레스 및 생물 스트레스 요인에 의해 활성화 되는 
MAPK cascade는 서로 다른 스트레스 요인에 의해 활성되지만 




하위 유전자의 발현을 유도하는 것으로도 알려져 있다(Taj et al., 2010). 
PCD (program cell death)는 진핵생물에서 유전적으로 조절되는 
반응으로 병원체 또는 스트레스 신호에 의해서 발생되는 과정이다. PCD의 
주요 조절자로서 PCD를 유발하는 기능을 하는 BAX (BCL2 associated x 
protein)가 존재하며 BI-1(BAX inhibitor 1)은 BAX에 의해 진행되는 
PCD를 억제하는 조절자로 알려져 있다. 식물의 BI-1을 과다발현한 yeast는 
BAX에 의한 세포 사멸이 감소하였다(Sanchez et al., 2000). BI-1은 
동물과 식물에서 모두 소포체막에 위치하며, BI-1은 스트레스에 의해 
endoplasmic reticulum (ER)에 unfold protein이 축적되면 ER의 기능이 
저해되어 unfolded protein response (UPR)이 유도되고 UPR은 ER내 
Ca2+을 세포질로 내보내 ER stress에 의한 세포사멸을 촉진하게 되는데 
이때 BI-1이 ER내의 Ca2+의 농도를 조절하는 것으로 알려져 있다. ER 막에 
존재하는 inositol 3 phosphate receptor (IP3R)은 Ca2+ channel로 알려져 
있으며 BI-1이 IP3R과 interaction하여 Ca2+의 농도를 조절하는 것으로 
알려져 있다(Robinson et al., 2011). 또한 BI-1은 cellular stress에 의해 
과도하게 생성된 ROS의 축적을 조절하는 것으로 알려져 있다. Nrf-2는 anti 
oxidant enzyme의 발현을 조절하는 전사인자로서  anti oxidant enzyme인 
Heme-Oxygenase-1 (HO-1)의 발현을 조절한다(Li et al., 2014). BI-
1을 과다발현한 세포는 Nrf-2의 활성이 촉진되어 HO-1의 생성이 증가되고 
이는 ROS의 활성을 감소시키는 결과로 이어진다. 식물에서 BI-1 유전자는 
병원체, wounding, 산화스트레스, 고온스트레스등에 의해 발현이 유도 되는 
것으로 알려져 있으며(Sanchez et al., 2000; Hückelhoven, 2004; 
Watanabe and Lam, 2004; Watanabe and Lam, 2009) 애기장대 BI-1인 




저항을 보이며 AtBI-1은 ER stress에 의한 PCD의 조절인자로서 AtBI-
1의 과다발현 은 ER stress에 대한 식물의 내성의 증가로 
이어졌다(Watanabe and Lam, 2008). 
CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1는 선행연구에서 고추 식물체에 
고온스트레스를 처리한 cDNA library에서 분리된 고온 유도성 유전자이다. 
PP2C, MAPK, BI-1은 기존에 보고된 연구결과들에서 비생물 스트레스와 
연관성을 보여주었기 때문에 고온에서 발현이 유도된 3개의 유전자가 비생물 
스트레스에 기능을 할 것이라 예상하여, 본 연구에서 다양한 비생물 






















재료 및 방법 
 
식물 재료 및 스트레스 처리 
고추 식물체는 25oC로 유지되며 60%의 상대습도와 16시간 광주기를 
갖는 생장실에서 배양하였다. 스트레스 처리 및 RNA 추출에는 5주간 배양된 
식물들이 사용되었다. 고온스트레스 처리를 위하여 식물체를 42oC로 
유지되며 90%의 상대 습도를 갖는 배양기에서 4시간 동안 고온스트레스를 
가하였다. 건조스트레스는 토양에서 배양된 식물체를 토양에서 분리한 뒤 
수분을 흡수할 수 있는 종이 위에 위치하여 12시간 동안 25oC에서 
건조시켰다. 고염스트레스 처리를 위하여 배양된 식물체의 뿌리를 250 mM 
NaCl 용액에 담가 4시간 동안 고염스트레스를 가하였다. 저온스트레스는 
16시간 광주기를 갖는 4oC의 cold room에서 24시간 동안 식물체에 
저온스트레스를 가하였다. 침수스트레스는 16시간 광주기를 갖는 25oC 
생장실에서 72시간 동안 식물체 전체를 물에 완전히 잠기게 하였다. ABA 
처리는 배양된 식물체의 뿌리를 100 µM ABA 용액에 담가 16시간 동안 
16시간 광주기를 갖는 25oC 생장실에서 배양하여 ABA 처리를 하였다. 모든 
스트레스 조건처리 후 식물체의 조직은 RNA 추출에 사용되었다. 고추식물체 
이외에 형질전환체 담배 및 vector 대조군 또한 동일한 생장조건에서 
배양되었고 RNA 추출에는 5주간 생장실에서 배양된 형질전환체 담배 및 
vector 대조군이 사용되었다. 
 
RNA blot 분석 
담배 및 고추의 식물조직에서 total RNA의 추출에 대해 간단히 




extraction buffer (100 mM LiCl, 100 mM Tris-Cl pH 8.0, 10 mM 
EDTA, and 1% SDS)를 첨가하여 잘 섞어준다. 여기에 3 ml의 
chloroform-isoamyl alcohol (24:1)를 첨가하여 vortex후 4oC의 10,000 
× g 속도로 25분간 원심분리한 뒤 현탁액을 새로운 튜브에 옮겨 담는다. 
새로운 튜브에 옮겨 담은 현탁액과 동일한 양의 chloroform-isoamyl 
alcohol (24:1)를 첨가한 뒤 위의 원심분리과정을 반복한다. 원심분리 후 
현탁액을 새로운 튜브에 옮겨 담고 여기에 동일한 양의 4 M LiCl를 첨가하여 
섞어준 후 -70oC에 3시간 보관한다. 이후 원심분리 후에 튜브에 생성된 
pellet을 70% 에탄올로 세척한 뒤 DEPC를 처리한 증류수에 용해시킨다. 
이렇게 준비된 20 µg의 total RNA를 포름알데히드가 포함된 1.2% agarose 
gel에 전기영동시킨 뒤 이 전기영동된 agarose gel을 nylon 
membrane(Amersham Hybond-N+, GE Healthcare Life Sciences, 
Pittsburgh, PA, USA)에 blotting한다. CaPP2C에 특이적인 탐침 DNA 
생성을 위하여 두 개의         ́ - ATGATGATGCGATCGTGTT -
 ́    ́ -TCAGATCATTCCCACCTGAA-3)를 CaPP2C의 cDNA 
염기서열을 기초로 제작하였다. 또한 CaMAPK1에 특이적인 탐침 DNA 
생성을 위하여 두 개의         ́ -                      -
 ́ ,  ́ - TCAACTTTCCAGGAA TTGGACT -3)가 CaMAPK1의 
cDNA 염기서열을 기초로 하여 제작되었다. CaBI-1에 특이적인 탐침 DNA 
생성을 위하여 두 개의         ́ -ATGGAGGGTTTCACGGTCGT-
 ́    ́ -CTAGTTTCTCCTCTTCTTCTTC-3)가 CaBI-1의 cDNA 
염기서열을 기초로 하여 제작되었다. 위의 primer들을 이용해 PCR 증폭된 
CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1의 DNA는 각각 α-32P-dCTP로 표지되어 




혼성화를 거친 뒤 65oC에서 16시간 동안 혼성화시켰으며 혼성화에 사용된 
용액은 1 M dibasic sodium phosphate (pH 7.2), 14% (w/v) SDS, 0.5 M 
EDTA (pH 8.0)를 포함하고 있다. 혼성화 후에 nylon membrane의 세척은 
65oC에서 0.2X SSC와 0.1% SDS를 포함한 용액을 사용하였다. 이후에 
nylon membrane은 phosphor imaging screen (BAS Storage Phosphor 
Screens; GE Healthcare Life sciences)에 노출시켜 혼성화 결과를 얻게 
되었다.  
 
CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1를 과다발현한 형질전환담배 제작 
CaPP2의 ORF (open reading frame)는 고추의 cDNA clon과 
BamHI 제한효소 서열을 포함한 두 개의 primer를 (5’-ATAT 
GGATCCATGATGATGCGATCGTGTTG-3’, 5’-
ATATGGATCCTCAGATCATTCCCACCTGAA -3’, 밑줄은 BamHI 
제한효소 서열) 이용하여 PCR을 통해 증폭하였다. PCR조건은 처음 시작은 
95oC에서 5 분간 주형 가닥을 변성시켰으며 이후 30 cycle을 95oC에서 
30초간, 56oC에서 30초간 72oC에서 1분간 반응 시키고 마지막에 72oC에서 
5분간 반응시켰다. PCR을 통해 증폭된 CaPP2C DNA는 BamHI을 처리 
후에 pBKS1-1 식물발현 벡터(Suh et al., 1994)의 CaMV 35S 프로모터 
뒤에 위치하는 BamHI site에 ligation 시켰다. Cloning후의 염기서열은 
automated DNA sequencer (3730XI DNA Analyzer, Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA)에 의해 확인 하였으며 pBKS1-1-
CaPP2C재조합 DNA는 Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404에 
형질전환 시켰다(Horsch et al., 1985). 형질전환된 Agrobacterium cell을 




공동배양을 한 뒤 담배잎의 절편을 200 mg/ml 카나마이신과 100 mg/ml 
cefotaxime 을 포함한 shoot 유도 배지에서 배양하였다. 배양과정에서 
카나마이신에 저항성을 갖는 shoot만을 선별하여 200 mg/ml 카나마이신을 
포함하는 뿌리 유도 배지에 옮겨 배양을 시작하였다. 여기서 선별된 형질전환 
식물체로 추정되는 형질전환체 담배는 다시 토양으로 옮겨져 일반적인 
생장환경에서 배양 후 자가수정을 통해 종자를 수확하였다. CaMAPK1 의 
형질전환체 담배 제작은 CaMAPK1 의 ORF는 고추의 cDNA clone과 
BamHI 제한효소 서열을 포함한 두 개의 primer를   ́ - 
ATATGGATCC                     - ́    ́ - 
ATATGGATCC                        - ́ , 밑줄은 
BamHI 제한효소 서열) 이용하여 PCR을 통해 증폭하였다. 이후 PCR을 통해 
증폭된 CaMAPK1 DNA는 CaPP2C 형질전환 식물체와 동일한 방식으로 
pBKS1-1 식물 발현 벡터 에 ligation된 뒤 CaPP2C 형질전환 식물체와 
동일한 방식으로 제작되었다. CaBI-1 형질전환체 담배는 앞선 선행연구에서 
제작되었다(Isbat et al., 2009). 
 
일반생장 조건에서의 생체량분석 
CaPP2C 형질전환체 담배, CaMAPK1 형질전환체 담배, CaBI-1 
형질전환체 담배, vector 대조군은 25oC로 유지되며 60%의 상대습도와 
16시간 광주기를 갖는 생장실에서 약 3주간 배양하였다. 3주간 배양된 
형질전환 식물체는 생체량 분석에 사용 되었으며 본 실험은 5번 







고온스트레스 내성을 확인하기 하여 CaPP2C 형질전환체 담배, 
CaMAPK1 형질전환체 담배, CaBI-1 형질전환체 담배, vector 대조군은 
일반생장 조건에서의 생체량분석과 동일한 조건에서 배양되었다. 3주간 
배양된 식물체들은 44oC와 90%의 상대습도가 유지된 조건에서 2시간동안 
노출시킨뒤 25oC의 배양실에서 이틀간 회복 후 식물체의 shoot부분의 
생체량을 측정하였다. 본 실험은 5번 반복되었으며 한 식물체의 라인당 총 
20개의 개체가 사용되었다.  
 
건조스트레스에서의 생체량분석 
건조스트레스 내성을 확인하기 하여 CaPP2C 형질전환체 담배, 
CaMAPK1 형질전환체 담배, CaBI-1 형질전환체 담배, vector 대조군은 
일반생장 조건에서의 생체량분석과 동일한 조건에서 배양되었다. 3주간 
배양된 식물체들은 25oC의 배양실에서 15일 동안 물 공급을 중단하였고 
15일 후 동일한 양의 물을 공급하여 25oC의 배양실에서 이틀간 회복 후 
식물체의 shoot부분의 생체량을 측정하였다. 본 실험은 5번 반복되었으며 한 
식물체의 라인당 총 20개의 개체가 사용되었다.  
 
저온스트레스에서의 생체량분석 
저온스트레스 내성을 확인하기 하여 CaPP2C 형질전환체 담배, 
CaMAPK1 형질전환체 담배, CaBI-1 형질전환체 담배, vector 대조군은 
일반생장 조건에서의 생체량분석과 동일한 조건에서 배양되었다. 3주간 
배양된 식물체들은 16시간 광주기를 갖는 4oC의 cold room에서 4일동안 




생체량을 측정하였다. 본 실험은 5번 반복되었으며 한 식물체의 라인당 총 
20개의 개체가 사용되었다.  
 
고염스트레스에서의 생체량분석 
고염스트레스 내성을 확인하기 하여 CaPP2C 형질전환체 담배, 
CaMAPK1 형질전환체 담배, CaBI-1 형질전환체 담배, vector 대조군의 
종자를 각각 0 mM NaCl, 50 mM NaCl, 100 mM NaCl, 200 mM NaCl이 
포함된 MS 배지에서 15 일간 25oC로 유지되며 60%의 상대습도와 16시간 
광주기를 갖는 배양기에서 배양하였다. 15일후 식물체의 생체량 및 
뿌리길이를 측정 하였으며 본 실험은 5번 반복되었으며 한 식물체의 라인당 
총 20개의 개체가 사용되었다.  
 
전사체 분석 
전사체(transcriptome) 분석을 위한 microarray 실험에는 일반 생장 
조건에서 5주간 배양된 대조군 식물체와 RNA blot 분석으로 형질전환 
식물체가 확인된 CaPP2C 형질전환체 담배 (#8), CaMAPK1 형질전환체 
담배(#8), CaBI-1 형질전환체 담배(#2)가 사용되었다. 각각의 
식물체들에서 추출된 100 µg total RNA는 Arabidopsis 27K Oligo 
Microarray (GreenGene Bio tech)를 활용한 microarray 실험에 
사용되었으며 여기서 추출된 mRNA에 Cy3-dCTP 또는 Cy5-dCTP를 
첨가하여 역전사 반응(reverse transcription reaction)을 수행하여 
microarray 혼성화(microarray hybridization)용 탐침자를 제조하였다. 
제조된 탐침자로 microarray chip 상에서 혼성화를 실시하여 형광분석을 
수행하였으며 자세한 microarray 실험과정은 Zeba et al. (2009) 에 




Microarray 실험 결과에서 vector 대조군과 3개의 형질전환체 담배를 
비교하였을 때 2.5 fold change 이상을 보이는 유전자를 상향조절된 
유전자로 결정 하였으며 본 실험은 총 3번의 반복실험이 수행되어 얻어진 
평균 결과이다.  
아미노산 서열 분석과 비교  
애기장대 및 다양한 식물에서 PP2C, MAPK, BI-1의 아미노산 서열 
정보를 얻기 위하여 A. thaliana의 database인 (TAIR10, 
https://www.arabidopsis.org)와 그 외의 식물 종의 database인 
(Phytozome, http://www.phytozome.net)을 활용하였다. 아미노산 서열의 
Multiple sequence alignment는 Bioedit 
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)에 의해 수행되었으며 
아미노산 서열의 비교분석에는 National Center for Biotechnology 
Information platform (NCBI)의 BLASTP가 이용되었다. Clustal W을 
통해 분석된 아미노산 서열을 활용하여 MEGA 6.0 (Tamura et al., 














CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1의 아미노산  서열 비교분석 
고온 스트레스에 발현이 유도되는 유전자인 CaPP2C, CaMAPK1, 
CaBI-1의 아미노산 서열을 각각 다른 종에 해당되는 PP2C, MAPK, BI-1
의 아미노산 서열과 비교 분석하였다. CaPP2C의 아미노산 서열을 애기장대
에 존재하는 10개의 PP2C subfamily에서 각 group을 대표하는  아미노산 
서열들과 비교 분석한 결과, 애기장대 Group D PP2C는 CaPP2C의 아미노
산 서열과 비교하여 약 70%의 유사성을 보이는 것이 확인되었으며 다른 
group과 비교하였을 경우에는 최저 25%에서 최대 40%의 아미노산 서열의 
유사성을 보이며 계통수 분석 결과에서 CaPP2C가 애기장대에서 분류된 
Group D PP2C와 유사성이 높은 것을 확인 할 수 있었다(그림 2A, B). 
CaPP2C와 9개의 애기장대 Group D PP2C의 아미노산 서열을 비교한 결과
에서 유사성이 높은 것을 확인 할 수 있다(그림 2C). CaMAPK1의 아미노산 
서열을 A. thaliana, B. distachyon, O. sativa, G. max, S. lycopersicum, Z. 
mays의 MAPK 아미노산 서열과 비교한 결과, CaMAPK1은 다른 식물에서
의 MAPK와 아미노산 서열의 유사성이 있는 것이 확인 되었으며 특히 S. 
lycopersicum의 MAPK와 71%의 유사성을 보였다(그림 3A, B). CaBI-1
의 아미노산 서열을 A. thaliana, B. distachyon, G. max, O. sativa, S. 
lycopersicum, S. cerevisiae, H. sapiens의 BI-1 아미노산 서열과 비교한 
결과, CaBI-1은 다른 식물 종들의 BI-1과 아미노산 서열의 유사성이 65%
이상으로 확인 되었으며 특히 S. lycopersicum의 BI-1과는 92%의 유사성




비생물 스트레스에 연관된 CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1 유전자 
CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1의 cDNA clone은 고온 스트레스를 가
한 고추의 cDNA library에서 분리하였다. 다양한 비생물 스트레스 조건에서 
각각의 유전자의 전사물의 발현을 분석한 결과, CaPP2C는 고온스트레스에
서 유도되는 것이 확인되었다(그림 5). 42℃의 고온스트레스를 고추에 가한 
1시간 후 CaPP2C의 발현이 유도되는 것이 확인 되었고 4시간까지 그 발현
이 지속적으로 유도되는 것이 확인 되었다(그림 5A). CaPP2C는 고온 스트
레스 이외에 침수 스트레스 및 중금속 스트레스에서도 발현이 유도되는 것이 
확인되었으며, 스트레스 호르몬으로 알려진 ABA를 고추에 처리한 후 3시간
부터 CaPP2C가 발현이 유도되어 48시간까지 발현이 유도되는 것이 확인 되
었다(그림 5B-D).  
CaMAPK1은 고온스트레스에서 발현이 유도되는 것이 확인되었다. 
42℃의 고온스트레스를 고추에 가한 1시간 후 CaMAPK1의 발현이 유도되
었고 3시간까지 지속적으로 발현이 유도되다가 4시간 후에는 발현이 유도되
지 않는 것이 확인 되었다(그림 6A). 고온스트레스와 마찬가지로 건조스트레
스에서 CaMAPK1의 발현이 유도되는 것이 확인 되었고, 고염 스트레스 조건
에서 CaMAPK1은 스트레스 처리 후 30분부터 점진적으로 발현이 유도되어 
4시간이 되는 지점에서 가장 많은 발현이 유도되었다(그림 6B, C). 또한 저
온 스트레스에서 역시 CaMAPK1의 발현이 유도되어 스트레스 처리 4시간후
에서 가장 많은 발현이 유도되며 점진 적으로 발현 양이 감소되었다(그림 
6D).  









그림 2. CaPP2C와 애기장대의 PP2C의 비교분석. A) CaPP2C와 애기장대
의 10개의 subfamily의 대표 PP2C의 아미노산 서열 비교결과. B) CaPP2C
와 애기장대의 10개의 PP2C subfamily의 unrooted 계통수 분석결과. C) 
















그림 3. CaMAPK1과 다른 종의 MAPK의 비교분석. A) CaMAPK1과 A. 
thaliana, B. distachyon, O. sativa, G. max, S. lycopersicum, Z. mays의 
MAPK의 아미노산 서열 비교결과. B) CaMAPK1과 다른 종의 MAPK의 











그림 4. CaBI-1과 다른 종의 BI-1의 비교분석. A) CaBI-1과 A. thaliana, 
B. distachyon, G. max, O. sativa, S. lycopersicum, S. cerevisiae, H. 
sapiens의 BI-1의 아미노산 서열 비교결과. B) CaBI-1과 다른 종의 BI-1







그림 5. CaPP2C가 다양한 비생물 스트레스에서 발현이 유도되는 것을 확인
한 RNA blot 결과. A) 고추 식물체에 42℃ 고온스트레스를 가한 결과에서 
CaPP2C는 스트레스를 가한 1시간 후부터 지속적으로 발현이 유도된다. B) 
고추 식물체에 100 μM ABA를 처리한 결과에서 ABA 처리 3시간 후부터 
CaPP2C의 발현이 유도되어 6시간째에 발현이 강하게 유도되고 이후에 발현
이 감소 하였다. C) 고추 식물체에 다양한 중금속스트레스를 가한 결과에서 
CaCl2, MgCl2, MnCl2, LiCl 처리 후 CaPP2C가 발현이 유도되는 것이 확인 
되었고 CoCl2를 처리한 결과에서 CaPP2C는 발현이 유도되지 않았다. D) 고
추 식물체에 침수 스트레스를 가한 결과에서 CaPP2C가 발현이 유도되어 침
수스트레스 2시간 후까지 발현이 강하게 유도되며 이후에는 점진적으로 발현
양이 감소하였다. RNA blot 분석 결과에는 실험에 사용된 식물체에서 추출한 
20 μg의 total RNA를 1.2% agaros gel에 전기영동하였으며 EtBr staining









그림 6. CaMAPK1이 다양한 비생물 스트레스에서 발현이 유도되는 것을 확
인한 RNA blot 결과. A) 고추 식물체에 42℃ 고온스트레스를 가한 결과에서 
CaMAPK1는 스트레스를 가한 1시간 후 발현이 유도되어 2시간 후까지 발현
양이 증가하고 이후에는 발현양이 감소하였다. B) 고추 식물체에 건조 스트
레스를 가한 결과에서 CaMAPK1는 건조스트레스를 처리한 30분 후부터 강
하게 발현이 유도되며 이후로 발현이 감소되는 것이 확인되었다. C) 고추 식
물체에 고염스트레스를 가한 결과에서 스트레스를 가한 30분 후부터 
CaMAPK1의 발현이 유도되어 스트레스 처리후 4시간에서 가장 강하게 발현
이 유도된다. D) 고추 식물체에 저온스트레스를 가한 결과에서 CaMAPK1는 
스트레스를 처리한 4시간후에 강하게 발현이 유도되며 이후에는 점진적으로 
발현양이 감소되었다. RNA blot 분석 결과에는 실험에 사용된 식물체에서 추









그림 7. CaBI-1이 다양한 비생물 스트레스에서 발현이 유도되는 것을 확인
한 RNA blot 결과. A) 고추 식물체에 고온, 건조, 저온, 고염스트레스를 가한 
결과에서 잎, 줄기, 뿌리에서 모두 CaBI-1의 발현이 유도된다. B) 고추 식물
체에 다양한 중금속스트레스를 가한 결과에서 CaBI-1의 발현이 유도되었다. 
C) 고추 식물체에 침수 스트레스를 가한 결과에서 CaBI-1의 발현이 유도된
다. D) 고추 식물체에 100 μM ABA를 처리한 결과에서 ABA 처리 3시간 
후부터 CaBI-1의 발현이 유도되어 48시간까지 발현이 이루어진다. RNA 
blot 분석 결과에는 실험에 사용된 식물체에서 추출한 20 μg의 total RNA를 





이 확인되었다(그림 7). 42℃의 고온스트레스를 고추에 가한 결과, CaBI-1
은 고추의 잎에서 1시간 뒤에 발현이 유도되며 3시간까지 그 발현이 점진적
으로 강하게 유도되다가 이후에는 발현이 감소하는 것이 확인 되었다. CaBI-
1은 고온스트레스 이외에 건조, 저온, 고염도, 침수, 중금속 스트레스 및 ABA
를 고추에 처리하였을 때 발현이 유도되는 것이 확인 되었다(Isbat et al., 
2009).  
 
CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1 과다발현시 비생물 스트레스에 관한 내성 
CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1들은 다양한 비생물 스트레스에 의해 
발현이 유도 된다는 것이 확인 되었다. 이 결과를 토대로 CaPP2C, 
CaMAPK1, CaBI-1이 비생물 스트레스에서 기능을 가질 것이라 예상하여 
CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1의 각각의 ORF를 식물 발현 벡터인 pBKS1-
1에 각각 서브 클로닝하여 Agrobacterium을 이용한 형질전환으로 담배에 
과다발현 시켰다. CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1의 각각의 ORF를 과다발현 
시킨 CaPP2C 형질전환체 담배와 CaMAPK1 형질전환체 담배 그리고 
CaBI-1 형질전환체 담배로 추정되는 식물체들은 카나마이신을 포함하는 
MS 배지에서 선별 후 다시 각각의 유전자를 32P로 표식한 탐침DNA를 사용
한 RNA blot분석으로 형질전환이 되었는지 확인 하였다. 카나마이신을 포함
하는 배지에서 선별된 CaPP2C 형질전환체 담배들은 CaPP2C 탐침DNA를 
이용한 RNA blot 결과에서 모두 CaPP2C를 대조군 식물체와 비교하여 과다
발현 하고 있는 것이 확인 되어 이 형질전환체 담배의 생체분석을 수행하였다
(그림 8A-C). 일반적인 생장 조건에서 20일간 생장한 CaPP2C 형질전환체 
담배의 생체량 비교결과에서 CaPP2C 형질전환체 담배의 생체량은 1.96 ± 






그림 8. CaPP2C를 과다발현한 형질전환체 담배의 제작 및 형질전환체 담배
와 vector 대조군의 생체량 비교 분석. A) CaPP2C 유전자를 식물체에서 과
다발현시키기 위해 사용된 식물 발현 벡터 pBKS1-1/CaPP2C의 유전자 지
도이다. Pnos, nopaline synthase 유전자의 promoter; NPT, neomycin 




transcript의 promoter; Tnos, nopaline synthase 유전자의 terminator; 
KanR, kanamycin resistance gene; RB, T-DNA right border; LB, T-
DNA left border. B) T2 세대의 CaPP2C 형질전환체 담배에서 CaPP2C가 
강하게 발현이 되는 것을 RNA blot 분석을 통해 확인하였다. RNA blot 분석 
결과에는 실험에 사용된 식물체에서 추출한 20 μg의 total RNA를 1.2% 
agaros gel에 전기영동하였으며 EtBr staining하였다. V는 vector 대조군을 
의미하며 숫자는 CaPP2C 형질전환체 담배의 line 번호를 의미한다. C) 
CaPP2C 형질전환체 담배와 vector 대조군의 형태적 비교 결과이다. D) 일
반생장 조건에서 약 20일간 배양한 CaPP2C 형질전환체 담배와 vector 대조
군의 생체량 비교 분석 결과이다.  그래프 우측의 V는 vector 대조군 line들
의 평균 생체량 값을 의미하며 S는 CaPP2C 형질전환체 담배 line들의 평균 

















전환체 담배의 생체량이 vector 대조군과 비교하여 통계적인 차이가 없었다
(그림 8D). 그리고 다양한 비생물 스트레스조건에서 수행된 생체량 비교결과 
중, 고온 스트레스조건에서 CaPP2C 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생
체량은 2.21 ± 0.14 g과 2.17 ± 0.18 g이 측정되었고(그림 9A), 건조 스
트레스 조건에서 CaPP2C 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량은 
1.96 ± 0.12 g과 1.84 ± 0.13 g이 측정되었다(그림 9B). 저온 스트레스 조
건에서 생체량을 측정한 결과, CaPP2C 형질전환체담배와 vector 대조군의 
생체량은 2.21 ± 0.06 g과 2.11 ± 0.07 g이 측정되어(그림 9C) 위의 3가
지 비생물 스트레스 조건에서 vector 대조군과 비교하여 CaPP2C 형질전환
체 담배의 생체량이 통계적인 차이를 보이지 않았다. 고염스트레스 조건중 0 
mM NaCl에서 CaPP2C 형질전환체 담배의 생체량과 뿌리 길이는 vector 대
조군과 비교하여 통계적인 차이를 확인 할 수 없었으며(그림 9D, E), 50 mM 
NaCl에서 CaPP2C 형질전환체 담배의 생체량은 0.053 ± 0.003 g이고 
vector 대조군의 생체량이 0.043 ± 0.001 g이므로 통계적인 차이를 확인 
할 수 없었으며 뿌리 길이 역시 통계적인 차이가 없었다(그림 9F, G). 또한 
100 mM NaCl, 200 mM NaCl의 조건에서 CaPP2C 형질전환체 담배는 
vector 대조군과 비교하여 생체량과 뿌리 길이에 통계적인 차이가 없었으며 
모든 식물체들이 전체적으로 노랗게 변하며 생장이 저해되는 것을 확인하였
다(그림 9H-K). 결과적으로 CaPP2C을 과다발현시킨 형질전환체 담배는 
모든 비생물 스트레스 조건에서 내성을 보이지 않는 것을 확인 할 수 있었다.  
카나마이신을 포함하는 배지에서 선별된 CaMAPK1 형질전환체 담배
들은 CaMAPK1 탐침DNA를 이용한 RNA blot 결과에서 모두 CaMAPK1를 














그림 9. CaPP2C 형질전환체 담배와 vector 대조군의 비생물 스트레스조건
에서의 생체량 비교 분석. A) 44 ℃의 고온스트레스를 가한 후 일반생장 조




량 비교 분석 결과이다. B) 25℃의 일반생장 조건에서 15일간 물공급을 중단
하여 건조스트레스를 가한 후 일반생장조건에서 물을 공급하여 이틀간 회복 
후의 CaPP2C 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 결과이
다. C) 4℃의 저온스트레스를 가한 후 일반생장조건에서 이틀간 회복후의 
CaPP2C 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 결과이다. D) 
고염스트레스 조건 중 0 mM NaCl에서 CaPP2C 형질전환체 담배와 vector 
대조군의 생체량 비교 분석 결과이다. E) 고염스트레스 조건 중 0 mM NaCl
에서 CaPP2C 형질전환체 담배와 vector 대조군의 뿌리 길이 비교 분석 결과
이다. F) 고염스트레스 조건 중 50 mM NaCl에서 CaPP2C 형질전환체 담배
와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 결과이다. G) 고염스트레스 조건 중 
50 mM NaCl에서 CaPP2C 형질전환체 담배와 vector 대조군의 뿌리 길이 
비교 분석 결과이다. H) 고염스트레스 조건 중 100 mM NaCl에서 CaPP2C 
형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 결과이다. I) 고염스트
레스 조건 중 100 mM NaCl에서 CaPP2C 형질전환체 담배와 vector 대조군
의 뿌리 길이 비교 분석 결과이다. J) 고염스트레스 조건 중 200 mM NaCl에
서 CaPP2C 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 결과이다. 
K) 고염스트레스 조건 중 200 mM NaCl에서 CaPP2C 형질전환체 담배와 
vector 대조군의 뿌리 길이 비교 분석 결과이다. 고염 스트레스는 15일간 서
로 다른 농도의 NaCl을 포함한 MS 배지에서 배양된 식물체의 생체량 및 뿌
리길이가 측정되었다. 그래프 우측의 V는 vector 대조군 line들의 평균 생체
량 값 및 평균 뿌리 길이를 의미하며 S는 CaPP2C 형질전환체 담배 line들의 









담배의 생체분석을 수행하였다(그림 10A-C). 그 결과 일반적인 생장 조건
에서 3주간 생장한 CaMAPK1 형질전환체 담배의 생체량 비교결과에서, 
CaMAPK1 형질전환체 담배의 생체량은 2.13 ± 0.11 g, vector 대조군은 
2.15 ± 0.17 g이 측정되어 CaMAPK1 형질전환체 담배의 생체량이 vector 
대조군과 비교하여 통계적인 차이가 없었다(그림 10D). 고온 스트레스조건
에서 CaMAPK1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량은 2.27 ± 
0.14 g과 2.32 ± 0.22 g이 측정되었고(그림 11A), 건조 스트레스 조건에서 
CaMAPK1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량은 2.32 ± 0.17 g과 
2.37 ± 0.23 g이 측정되었다(그림 11B). 저온 스트레스 조건에서 생체량을 
측정한 결과 CaMAPK1 형질전환체담배와 vector 대조군의 생체량은 2.11 
± 0.17 g과 2.48 ± 0.20 g이 측정되었다(그림 11C). 고염스트레스 조건중 
0 mM NaCl에서 CaMAPK1 형질전환체 담배의 생체량은 0.057 ± 0.004 g
이고 vector 대조군의 생체량이 0.063 ± 0.007 g이며, 뿌리 길이는 
CaMAPK1 형질전환체 담배가 1.78  ± 0.09 cm이고 vector 대조군이 2.54 
± 0.35 cm이다(그림 11D, E). 50 mM NaCl에서 CaMAPK1 형질전환체 
담배의 생체량과 뿌리 길이는 각각 0.038 ± 0.003 g, 1.29 ± 0.12 cm이며 
vector 대조군은 0.037 ± 0.004 g, 1.75 ± 0.21 cm이다(그림 11F, G). 
100 mM NaCl에서 CaMAPK1 형질전환체 담배의 생체량과 뿌리 길이는 각
각 0.027 ± 0.003 g, 0.94 ± 0.14 cm이며 vector 대조군은 0.032 ± 
0.004 g, 1.03  ± 0.06 cm이므로(그림 11H, I), 결과적으로 CaMAPK1을 
과다발현시킨 형질전환체 담배는 모든 비생물 스트레스 조건에서 내성을 보
이지 않으며 오히려 저온 스트레스에는 취약하며 뿌리길이에 부정적인 영향
을 주는 것을 확인 하였다. 






그림 10. CaMAPK1을 과다발현한 형질전환체 담배의 제작 및 형질전환체 
담배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석. A) CaMAPK1 유전자를 식물체
에서 과다발현시키기 위해 사용된 식물 발현 벡터 pBKS1-1/CaMAPK1의 
유전자 지도이다. Pnos, nopaline synthase 유전자의 promoter; NPT, 




35S transcript의 promoter; Tnos, nopaline synthase 유전자의 
terminator; KanR, kanamycin resistance gene; RB, T-DNA right 
border; LB, T-DNA left border. B) T2 세대의 CaMAPK1 형질전환체 담
배에서 CaMAPK1이 강하게 발현이 되는 것을 RNA blot 분석을 통해 확인
하였다. RNA blot 분석 결과에는 실험에 사용된 식물체에서 추출한 20 μg
의 total RNA를 1.2% agaros gel에 전기영동하였으며 EtBr staining하였다. 
V는 vector 대조군을 의미하며 숫자는 CaPP2C 형질전환체 담배의 line 번
호를 의미한다. C) CaMAPK1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 형태학적 
비교 결과이다. D) 일반생장 조건에서 약 20일간 배양한 CaMAPK1 형질전
환체 담배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 결과이다. 그래프 우측의 V
는 vector 대조군 line들의 평균 생체량 값을 의미하며 S는 CaMAPK1 형질
















그림 11. CaMAPK1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 비생물 스트레스조
건에서의 생체량 비교 분석. A) 44℃의 고온스트레스를 가한 후 일반생장 조
건에서 이틀간 회복 후의 CaMAPK1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생
체량 비교 분석 결과이다. B) 25℃의 일반생장 조건에서 15일간 물공급을 중
단하여 건조스트레스를 가한 후 일반생장조건에서 물을 공급하여 이틀간 회
복 후의 CaMAPK1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 




후의 CaMAPK1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 결과
이다. D) 고염스트레스 조건 중 0 mM NaCl에서 CaMAPK1 형질전환체 담
배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 결과이다. E) 고염스트레스 조건 중 
0 mM NaCl에서 CaMAPK1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 뿌리 길이 
비교 분석 결과이다. F) 고염스트레스 조건 중 50 mM NaCl에서 CaMAPK1 
형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 결과이다. G) 고염스
트레스 조건 중 50 mM NaCl에서 CaMAPK1 형질전환체 담배와 vector 대
조군의 뿌리 길이 비교 분석 결과이다. H) 고염스트레스 조건 중 100 mM 
NaCl에서 CaMAPK1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 
결과이다. I) 고염스트레스 조건 중 100 mM NaCl에서 CaMAPK1 형질전환
체 담배와 vector 대조군의 뿌리 길이 비교 분석 결과이다. 고염 스트레스는 
15일간 서로 다른 농도의 NaCl을 포함한 MS 배지에서 배양된 식물체의 생
체량 및 뿌리길이가 측정되었다. 그래프 우측의 V는 vector 대조군 line들의 
평균 생체량 값 및 평균 뿌리 길이를 의미하며 S는 CaMAPK1 형질전환체 담















CaBI-1 탐침DNA를 이용한 RNA blot 결과에서 모두 CaBI-1를 대조군 식
물체와 비교하여 과다발현 하고 있는 것이 확인 되어 형질전환체 담배의 생체
분석을 수행하였다(그림 12A-C). 일반적인 생육 조건에서 3주간 생장한 
CaBI-1 형질전환체 담배의 생체량 분석결과, CaBI-1 형질전환체 담배는 
2.52 ± 0.24 g, vector 대조군은 2.48 ± 0.31 g의 생체량이 측정되어 통계
적인 차이가 없었다(그림 12D). 이러한 현상은 비생물 스트레스조건에서 수
행된 생체분석 결과에서도 관찰되어 고온 스트레스조건에서 CaBI-1 형질전
환체 담배와 vector 대조군의 생체량은 2.30 ± 0.11 g과 2.27 ± 0.17 g이 
측정되었고(그림 13A), 건조 스트레스 조건에서 CaBI-1 형질전환체 담배와 
vector 대조군의 생체량은 2.40 ± 0.15 g과 2.54 ± 0.25 g이 측정되었다
(그림 13B). 저온 스트레스 조건에서 생체량을 측정한 결과, CaBI-1 형질전
환체담배와 vector 대조군의 생체량은 2.28 ± 0.17 g과 2.09 ± 0.21 g이 
측정되었다(그림 13C). 고염스트레스 조건중 0 mM NaCl에서 CaBI-1 형질
전환체 담배의 생체량은 0.080 ± 0.009 g이고 vector 대조군의 생체량이 
0.083 ± 0.012 g이고 뿌리 길이는 CaBI-1 형질전환체 담배가 2.45 ± 
0.26 cm이고 vector 대조군이 2.35 ± 0.31 cm이다(그림 13D, E). 100 
mM NaCl에서는 CaBI-1 형질전환체 담배와 vector 대조군 모두 심각하게 
생장히 저하되어 통계적인 차이가 없었다(그림 13F, G). 결과적으로 CaBI-
1을 과다발현한 형질전환체 담배는 고온, 건조, 저온, 고염스트레스에서 모두 
내성을 보이지 않았다.  
 
CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1의 과다발현시 영향을 받는 ADP-ribosylation 
factor 유전자 






그림 12. CaBI-1을 과다발현한 형질전환체 담배의 제작 및 형질전환체 담배
와 vector 대조군의 생체량 비교 분석. A) CaBI-1 유전자를 식물체에서 과




도이다. Pnos, nopaline synthase 유전자의 promoter; NPT, neomycin 
phosphotransferase 유전자; P35S, cauliflower mosaic virus 35S 
transcript의 promoter; Tnos, nopaline synthase 유전자의 terminator; 
KanR, kanamycin resistance gene; RB, T-DNA right border; LB, T-
DNA left border. B) T2 세대의 CaBI-1 형질전환체 담배에서 CaBI-1이 
강하게 발현이 되는 것을 RNA blot 분석을 통해 확인하였다. RNA blot 분석 
결과에는 실험에 사용된 식물체에서 추출한 20 μg의 total RNA를 1.2% 
agaros gel에 전기영동하였으며 EtBr staining하였다. V는 vector 대조군을 
의미하며 숫자는 CaPP2C 형질전환체 담배의 line 번호를 의미한다. C) 
CaBI-1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 형태학적 비교 결과이다. D) 일
반생장 조건에서 약 20일간 배양한 CaBI-1 형질전환체 담배와 vector 대조
군의 생체량 비교 분석 결과이다. 그래프 우측의 V는 vector 대조군 line들의 
평균 생체량 값을 의미하며 S는 CaBI-1 형질전환체 담배 line들의 평균 생










그림 13. CaBI-1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 비생물 스트레스조건
에서의 생체량 비교 분석. A) 44℃의 고온스트레스를 가한 후 일반생장 조건
에서 이틀간 회복 후의 CaBI-1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량 
비교 분석 결과이다. B) 25℃의 일반생장 조건에서 15일간 물공급을 중단하
여 건조스트레스를 가한 후 일반생장조건에서 물을 공급하여 이틀간 회복 후
의 CaBI-1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 결과이다. 
C) 4℃의 저온스트레스를 가한 후 일반생장조건에서 이틀간 회복후의 
CaBI-1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 결과이다. D) 
고염스트레스 조건 중 0 mM NaCl에서 CaBI-1 형질전환체 담배와 vector 
대조군의 생체량 비교 분석 결과이다. E) 고염스트레스 조건 중 0 mM NaCl
에서 CaBI-1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 뿌리 길이 비교 분석 결과
이다. F) 고염스트레스 조건 중 100 mM NaCl에서 CaBI-1 형질전환체 담
배와 vector 대조군의 생체량 비교 분석 결과이다. G) 고염스트레스 조건 중 
100 mM NaCl에서 CaBI-1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 뿌리 길이 
비교 분석 결과이다. 고염 스트레스는 15일간 서로 다른 농도의 NaCl을 포함




우측의 V는 vector 대조군 line들의 평균 생체량 값 및 평균 뿌리 길이를 의
미하며 S는 CaBI-1 형질전환체 담배 line들의 평균 생체량 값 및 평균 뿌리 

























유도되어 이 유전자들을 과다발현 시킨 형질전환체 담배는 비생물  스트레스
에서 식물을 보호하는데 기능을 할 것이라 예상되었다. 하지만 3개의 유전자
를 각각 과다발현 시킨 형질전환체 담배는 생체량 분석결과에서 vector 대조
군과 비교하여 차이가 없었다. 그렇기 때문에 3개의 유전자의 과다발현이 3
종의 형질전환식물체에 어떤 영향을 주는지 조사하기 위하여 3종의 형질전환 
식물체의 전사체 분석을 수행하였다. 전사체 분석을 통하여 vector 대조군과 
각각의 형질전환체 담배의 유전자 발현의 차이를 비교한 결과 CaPP2C 형질
전환체 담배에서 총 17개의 유전자가 vector 대조군 보다 높은 수준으로 상
향 조절 된다는 사실을 확인 할 수 있었고(표 1) CaMAPK1 형질전환체 담배
는 총 38개의 유전자가 vector 대조군 보다 높은 수준으로 상향조절 되었다
(표 2). CaBI-1 형질전환체 담배는 총 51개의 유전자가 vector 대조군 보다 
높은 수준으로 상향조절되었다(표 3). 각각의 전사체 분석결과에서 서로 다
른 다양한 유전자들이 CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1의 하위 유전자로서 상
향조절 되고 있었으며 분석결과중 유일하게 At1g70490인 ADP-
ribosylation factor (ARF) 유전자만이 3종의 형질전환 체 담배에서 공통적













표 1. 전사체 분석을 통해 확인된 CaPP2C 형질전환체 담배에서 발현이 상향
조절되는 유전자 목록  
AGI code Gene description Fold change 
Transcription factor 
At5g37800 RHD SIX-LIKE 1 (RSL1) 34.7 
At5g51230 









Encodes a protein similar to 1,4-dihydroxy-2-naphthoic 
acid phytyltransferase involved in phylloquinone and 
plastoquinone biosynthesis 
13.3 
At4g37670 N-acetyl-l-glutamate synthase 2 (NAGS2) 4.2 





At5g52030 TraB family protein 5.0  
Protein fate (folding, modification, destination) 
At5g51250 Kelch repeat superfamily protein 12.9 
At5g43010 26S proteasome AAA-ATPase subunit RPT4a (RPT4a) 5.4 
At5g03030 Chaperone DnaJ-domain superfamily protein 5.8 
At2g45135 RING/U-box superfamily protein 23.1 
Signal transduction 
At1g70490  ADP-ribosylation factor 22.0  
At4g23140 
CYSTEINE-RICH RLK (RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE) 
6 (CRK6) 
4.0  
At3g62290 A member of ARF GTPase family 39.8 
Protein synthesis 
At3g53740 60s ribosomal protein 136 (rpl36b) 2.5 




표 2. 전사체 분석을 통해 확인된 CaMAPK1 형질전환체 담배에서 발현이 상
향조절되는 유전자 목록  
AGI code Gene description Fold change 
Transcription factor 
At2g40750 Member of WRKY Transcription Factor 3.0  
At2g46790 Pseudo-response regulator PRR9 3.2  
At3g45500 RING/U-box protein with C6HC-type zinc finger 9.0  
Signal transduction 
At1g70490 ADP-ribosylation factor 8.6  
At3g57680 Peptidase S41 family protein 3.4  
At5g57610 
Protein kinase superfamily protein with 
octicosapeptide/Phox/Bem1p domain 
2.5  
At3g62290 A member of ARF GTPase family 14.9  
Metabolism 
At2g07687 Cytochrome c oxidase, subunit III 2.5  
At1g76130 
ALPHA-AMYLASE-LIKE 2 / 1,4-alpha-D-glucan 
glucanohydrolase 
4.6  
At1g32900 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein 3.3  
At5g53850 
DEHYDRATASE-ENOLASE-PHOSPHATASE-
COMPLEX 1 (DEP1) 
4.7  
At1g12370 
Encodes an amino acid sequence with significant 




Encodes a protein predicted to function in 
tandem with PDX2 to form glutamine 
amidotransferase complex  with involved in 
vitamin B6 biosynthesis 
3.4  
At5g48730 
Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily 
protein 
3.5  





Oxidoreductase activity, acting on the CH-CH 
group of donors 
3.5  
At2g32640 
Encodes a lycopene beta cyclase that catalyzes 
the addition of beta-ionone end groups to the 
end of lycopene molecules 
4.2  
At1g17050 SOLANESYL DIPHOSPHATE SYNTHASE 2 8.0  
At1g78510 SOLANESYL DIPHOSPHATE SYNTHASE 1 4.8  
Protein fate (folding, modification, destination) 
At4g33110 
S-adenosyl-L-methionine-dependent 
methyltransferases superfamily protein 
2.7  
At1g49780 Plant U-box 26 (PUB26) 3.4  
At3g17480 
F-box and associated interaction domains-
containing protein 
41.7  
Stress related protein 
At1g69880 Thioredoxin H-type 8 (TH8) 2.8  
At3g46970 ALPHA-GLUCAN PHOSPHORYLASE 2 3.0  
At1g27730 
Related to Cys2/His2-type zinc-finger proteins 
found in higher plants 
3.5  
At4g35090 Encodes a peroxisomal catalase 2.6  
At1g66330 Senescence-associated family protein 3.0  
Transport facilitation 
At5g02270 Member of NAP subfamily 4.1  
At3g03180 Got1/Sft2-like vescicle transport protein family 6.1  
Unclassified protein 
At1g19140 Expressed protein 5.3  
At1g52855 Expressed protein 2.8  
At2g23390 Expressed protein 2.6  
At2g47485 Expressed protein 3.7  
At3g30500 Expressed protein 3.2  




At5g16360 NC domain-containing protein-related 5.5  
At5g49220 Expressed protein 2.9  




























표 3. 전사체 분석을 통해 확인된 CaBI-1 형질전환체 담배에서 발현이 상향
조절되는 유전자목록  
 
AGI code Gene description 
Fold 
change 
Protein fate (folding, modification, destination) 
At3g12580 Heat shock protein 70 2.8  
At5g02500 Heat shock protein 70 family 16.8  
At3g09440 Heat shock protein 70 family 5.5  
At3g47650 




Encodes a S-adenosyl-L-homocysteine 
hydrolase 
3.0  
At2g37470 Histone superfamily protein 3.2  
At3g27360 Histone superfamily protein 5.2  
At5g10400 Histone superfamily protein 3.1  
At3g52590 Ubiquitin extension protein 1 3.7  
At4g05050 Ubiquitin 11 19.2  
At5g35753 Heat shock protein, Hsp40 5.2  
Protein synthesis 
At2g36170 60s ribosomal protein L40 A 4.8  
At1g29070 Ribosomal protein L34 3.9  
At2g20450 Ribosomal protein L14 6.3  
At4g31985 Ribosomal protein L39 family protein 5.0  
At3g53890 Ribosomal protein S21e 8.8  
At3g53740 60s ribosomal protein 136 (rpl36b) 3.4  
At3g47370 Ribosomal protein S10p/S20e family protein 7.3  
At1g04480 Ribosomal protein L14p/L23e family protein 6.0  
At3g05560 Ribosomal L22e protein family 4.7  
At2g40205 Ribosomal protein L41 family 2.8  
At2g36160 Ribosomal protein S11 family protein 2.8  
At5g18380 







At4g38970 Fructose-bisphosphate aldolase 2 11.1  
At1g54500 




Encodes a member of the Rubisco small subunit 
(RBCS) 
10.9  
At5g10170 Myo-inositol-1-phosphate synthase 3 4.1  
At1g61520 PSI type III chlorophyll a/b-binding protein 18.0  
At1g31330 Photosystem I subunit F 4.1  
At3g56940 Copper response defect 1 4.1  
At3g54890 Photosystem I light harvesting complex gene 1 4.7  
At1g29910 Chlorophyll a/b binding protein 3 7.7  
At2g20260 Photosystem I subunit E-2 9.8  
At1g78915 
Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily 
protein 
3.7  
At3g11560 LETM1-like protein 5.3  
At1g08380 Encodes subunit O of photosystem I 5.1  
At1g64150 Photosynthesis affected mutant 71 (PAM71) 33.0  
Transport facilitation 
At4g35100 
A member of the plasma membrane intrinsic 
protein PIP 
4.7  
Cell organization and biogenesis 
At4g14960 Tubulin alpha-6 chain (tua6) 4.4  
At3g18780 Actin 2 (act2) 5.7  
At1g50010 Tubulin alpha-2 chain 6.4  
Signal transduction 
At5g65430 14-3-3 protein G-box factor14 kappa 3.2  
At5g45810 CBL-interacting protein kinase 19 3.9  
At5g63870 Serine/threonine protein phosphatase 7 10.4  
At1g70490 ADP-ribosylation factor 16.2  
Stress related protein 
At4g19200 Proline-rich family protein 3.0  
At5g35630 Glutamine synthetase 2 22.0  




At5g17170 Enhancer of sos3-1 13.3  
At4g21850 Methionine sulfoxide reductase B9 4.2  
Unclassified protein 




























식물은 비생물 스트레스에 반응하는 과정에서 다양한 유전자의 조절들
이 식물체내에서 이루어 진다. 이 과정에서 식물은 직접적으로 식물 세포를 
보호하기 위한 유전자들의 발현과 함께 조절 단백질의 발현을 유도한다. 조절 
단백질에는 전사인자, 단백질 키나아제, 단백질 인산가수분해 효소등이 포함
되고 이러한 조절 단백질의 생성으로 스트레스 반응에 대한 신호전달이 조절
되어 다양한 하위유전자들의 발현이 조절된다(Singh and Laxmi, 2015; 
Wang et al., 2016). 기존에 보고된 연구결과들에서 ABA 신호전달을 조절
하는 것으로 잘알려진 PP2C는 건조, 고염등의 비생물 스트레스에 의해 발현
이 유도되며 PP2C가 기능을 하지 못하면 스트레스 내성 또한 감소하는 것으
로 알려져 있다(Schweighofer and Meskiene, 2008; Wei and Pan, 2014; 
Singh et al., 2016). 본 연구에서, 고추에서 분리된 CaPP2C의 아미노산 서
열을 애기장대의 PP2C의 아미노산 서열과 비교한 결과, 80개의 애기장대 
PP2C는 크게 10개의 group으로 나뉘며 그중 CaPP2C는 Group D PP2C와 
아미노산 서열이 가장 유사하였다. Group D PP2C는 다른 PP2C group과는 
다르게 그 기능이 거의 알려져 있지 않았다. 식물에서 Group D PP2C는 대부
분의 식물 조직에서 발현을 하는 것으로 알려져 있으며(Tovar-Mendez et 
al., 2014) 원형질막의 H+-ATPase의 활성을 조절하는 기능을 갖는 것으로 
알려져 있다(Spartz et al., 2014). 스트레스 신호를 세포내로 전달하는 중요
한 신호전달 구성요소인  MAPK 또한 다양한 스트레스에 의해 발현이 유도
되고 애기장대, 벼의 MAPK 유전자의 과다발현은 건조, 고염 스트레스등에 
대한 내성증가로 이어졌다(Hoang et al., 2012; Xu and Chua, 2012; 
Moustafa et al., 2014). 본 연구에서 고추에서 분리된 CaMAPK1 역시 다른 




의 아미노산 서열과의 유사성을 확인 할 수 있었으며 특히 같은 가지과 식물
인 S. lycopersicum의 MAPK와 비교하여 유사성이 높은 것을 확인 할 수 있
었다. BI-1은 병원체 및 비생물 스트레스에 발현이 유도되며 세포사멸을 억
제하는 기능을 갖고 있는 것으로 알려져 있어 비생물 스트레스와의 연관성을 
보여주었다(Watanabe and Lam, 2009). 때문에 본 연구에서 고추에서 분리
된 CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1 역시 다양한 비생물 스트레스에서 강하게 
발현이 유도되므로, 식물 내에서 이 유전자들이 비생물 스트레스에서 기능을 
가질 것이라 예상하여 이들의 기능을 확인 하였다. 그 결과 3개의 유전자를 
각각 과다발현 시킨 형질전환체 담배는 고온, 건조, 저온, 고염스트레스에서 
모두 내성을 보이지 않았으며, 일반생장조건에서도 vector 대조군과 비교하
여 형태적 차이가 없고 생체량 비교 결과에서 통계적인 차이를 찾아 볼 수 없
었다. 오히려 CaMAPK1 형질전환체 담배는 뿌리의 길이가 vector 대조군과 
비교하여 더 짧아지는 현상이 확인 되었고, 저온 스트레스조건에서는 생체량
의 감소가 측정되어 CaMAPK1의 과다발현에 의한 부정적인 영향을 확인하
였다.  
비생물 스트레스에서 강하게 발현이 유도되는 3개의 유전자들을 담배 
식물체에 과다발현시킨 결과는 기존 보고된 연구 결과와는 다르게 비생물 스
트레스에 내성을 보이지 않았다. 이러한 현상은 CaPP2C, CaMAPK1, 
CaBI-1 이외에 비생물 스트레스에 대응하기 위해 필요한 또 다른 유전자의 
발현 및 조절이 3종의 형질전환 식물체에서 원활히 이루어 지지 않아 발생 된
것으로 예상된다. 앞서 설명된 애기장대와 벼의 MAPK 유전자의 과다발현은 
건조, 고염등의 스트레스에서 식물체의 내성을 증가 시켰다. 하지만 MAPK 
유전자의 과다발현이 항상 식물체의 내성 증가에 긍정적인 결과를 이끄는 것




OsMAPK33의 과다발현은 고염스트레스에 대해 취약했고 MKK9의 발현 억
제는 오히려 고염스트레스에 대한 내성의 증가로 이어 졌다(Alzwiy and 
Morris, 2007; Lee et al., 2011). 또한 애기장대의 MAPKKK20의 돌연변
이 식물체 또한 고염스트레스에 대한 내성이 증가하므로(Gao and Xiang, 
2008) MAPK cascade에 포함된 유전자들의 과다발현이 항상 식물체에 긍
정적인 영향을 주는 것이 아니며 부정적 영향을 주는 경우도 확인 되었다. 이
러한 현상은 MAPK 이외에도 확인 되었다. 식물의 비생물 스트레스 내성 증
가에 영향을 주는 것으로 알려진 전사인자는 다양한 스트레스 조건에서 발현
이 유도되며 이들의 과다발현은 식물체 내성의 증가로 이어졌다(Wang et al., 
2016). 하지만 몇몇 전사인자의 과다발현은 때로는 형질전환 식물체의 왜소
화나 개화시기를 늦추게 하고(Lippold et al., 2009; Wang et al., 2016) 동
일한 유전자가 서로 다른 식물종에서 다른 표현형을 보이는 경우가 발생하므
로, 그 이유는 식물이 비생물 스트레스에 반응하는 과정이 매우 복잡하기 때
문에, MAPK 또는 전사인자 같이 하나의 조절 단백질을 변화 시키는 것 뿐만 
아니라, 이 조절 단백질과 함께 조절되는 상위 혹은 하위 조절 단백질들이 함
께 변화 되어야 되는 것으로 예상 된다. 즉 다양한 조절 단백질의 활성을 조절
하는 신호전달이 식물의 비생물 스트레스 반응에 중요할 것이라 예상된다. 그
러므로 본 연구에서 비생물 스트레스에 직접적으로 발현이 유도되는 3개의 
유전자는 복잡한 신호전달체계를 갖고 있는 식물에서 3개 유전자들과 함께 
조절 되어야 될 다른 상위 혹은 하위 유전자들의 기능이 식물체 내에서 기능
을 갖지 못하여 비생물 스트레스에서 식물의 내성증가에 영향을 주지 못한 것
이라 추측 된다. 그렇기 때문에 이들 3종의 형질전환 담배의 전사체 분석을 
통해 3개의 유전자가 각각의 형질전환 식물체내에서 서로 상당히 다른 유전




공통적으로 상향 조절된다는 사실을 확인 할 수 있었다. 그러므로 비생물 스
트레스조건에서 발현이 강하게 유도되는 3개의 유전자들에 의해 ARF 유전자






























2장. NtARF1 유전자의 식물생장 및 비생물 




ADP ribosylation factors (ARFs)는 small GTP binding 
protein으로서 Ras superfamily에 속한다(D’Souza-Schorey and 
Chavrier, 2006). ARF는 다양한 진핵생물에서 잘 보존 되어 있으며, 
포유류에서 ARF의 분류는 그들의 아미노산 서열에 따라 크게 ARF와 ARL 
(ADP-ribosylation factor-like protein) 이 두 그룹으로 나뉘며 각각 
6개의 ARF와 14개의 ARL이 존재한다. 6개의 ARF는 다시 3개의 클래스로 
나뉘게 된다(Vernoud et al., 2003; Yorimitsu et al., 2014). Class 1에는 
Arf1, Arf2, Arf3가 포함되고 Class 2에는 Arf4와 Arf5가 포함된다. Class 
3에는 Arf6가 포함되며, Class 1 과 Class 3에 포함되는 ARF의 연구가 
가장 잘 이루어져 있다. Class 1의 ARF는 vesicle trafficking을 조절하고 
Class 3에 해당하는 Arf6는 내포작용과 actin cytoskeleton remodeling을 
조절하는 것으로 알려져 있으며, ARL은 상대적으로 그 기능이 잘 알려져 
있지 않다(Donaldson and Jackson, 2011). 21kD의 작은 크기를 갖고 있는 
ARF는 N-말단에 미리스토일화되어 세포막과 연계하여 작용을 하는 것으로 
알려져 있다. ARF의 기능은 GTP 결합 활성화 상태와 GDP 결합 비활성화 
상태를 오가며 조절되는데(Moss and Vaughan 1998; Lee et al., 2005), 
GEF (guanine nucleotide exchange factor)에 의하여 ARF는 GDP와 








그림 14. Small GTPase ARF porotein. A) ARF의 기능은 GTP-bound 
form과 GDP-bound form을 오가며 조절된다. GEF와 GAP는 이들의 
기능을 조절한다. B) Coat protein인 COP1 complex와의 결합은 vesicle을 
형성한다. GTP-bound 상태의 활성 ARF는 골지체의 막에 결합하여 
세포질의 COP1 complex를 recruit한다. Recruit된 COP1 complex에 의해 







분자의 vesicle trafficking을 위해 세포질에서 외피단백질을 recruit하여 
COPI 복합체와 결합하고(그림 14), COPI 복합체이외에 clathrin adaptor 
protein 복합체 또는 lipid-modifying enzyme인 phospholipase D (PLD), 
phosphatidylinositol 4-kinase등의 effector 단백질들과 결합하여 기능을 
하는 것으로 알려져 있다(Shin and Nakayama, 2004; Nakai et al., 2013). 
GTP와 결합된 ARF는 GAP (GTPase activating protein)에 의해 GTP의 
가수분해가 이루어져 ARF-GDP형태로 전환되어 막에서 떨어져 나오게 
된다. ARF의 effector protein인 PLD는 ARF에 의해 활성되고 활성된 
PLD는 plasma membrane에서 지질 이중층막을 형성하는 phosphatidyl 
choline (PC)를 hydrolysis하여 phosphatidic acid (PA)를 생성한다. 
PA는 vesicle을 형성하는데 필요한 분자들을 recruit하며 외피 단백질에 
의하여 vesicle이 형성되어 endocytosis가 이루어 지게 된다(Liscovitch et 
al., 2000). ARF는 여러 식물에서 존재하며 epidermal cell polarity, cell 
proliferation, endocytosis등을 ARF가 조절 하는 것으로 알려져 
있다(Gebbie et al., 2005; Xu and Scheres, 2005; Naramoto et al., 
2010). ARF는 root hair로 발달되는 trichoblast에서 기능을 하는 것으로 
알려져 있다. ARF는 root hair forming cell에 위치하지만 atrichoblast 
cell에서는 ARF가  존재하지 않았다. ARF의 기능이 억제된 식물은 root 
hair tip 형성이 억제되는 것이 확인 되어 ARF가 cell polarity에 영향을 주는 
것으로 알려져 있다(Xu and Scheres, 2005). 또한 애기장대 ARF 유전자인 
AtARF를 억제시킨 식물은 vesicle trafficking에 의해 조절되는 세포분열, 
세포팽창, 셀룰로오스의 형성이 억제되어 식물의 생장이 확연히 저해되었고, 
옥수수 ARF 유전자인 ZmARF1과 ZmARF2를 애기장대에 각각 과다발현 




발달에 관여 한다는 것을 확인 할 수 있다(Gebbie et al., 2005; Yuan et al., 
2013; Wang et al., 2016). 기존의 식물에서의 연구들은 대부분 ARF의 
생리학적인 기능에 대한 연구가 되어 왔다. 최근 벼의 몇몇 ARF 유전자가 
비생물 스트레스에서 발현이 유도된다는 결과가 보고 
되었지만(Muthamilarasan et al., 2016) 아직 까지 ARF와 비생물 
스트레스와의 연관성에 대한 연구가 거의 이루어 지지 않았다.  
비생물 스트레스에 의해 다양한 유전자들의 발현이 유도되지만, 
각각의 스트레스마다 발현이 유도되는 유전자가 서로 다르기 때문에 식물의 
비생물 스트레스에 대한 반응은 매우 복잡하게 얽혀있다. 식물에 서로 다른 
비생물 스트레스를 가한 결과에서, 식물은 스트레스에 따라 발현이 유도되는 
유전자가 대부분 차이를 보이는 것이 확인 되었다(Seki et al., 2002; Li et 
al., 2017). 애기장대의 microarray 분석 결과에서 각각의 서로 다른 비생물 
스트레스에 의하여 발현이 유도되는 유전자를 분석한 결과, 대부분의 상향 
또는 하향 조절되는 유전자들은 각각의 스트레스에 특이적으로 발현이 
유도되지만 이중 공통적으로 건조, 저온, 고염 스트레스에서 발현이 유도되는 
유전자들 또한 존재하였다(그림 15A). 이러한 현상은 또다른 식물체의 
스트레스 발현 유도 유전자들을 분석한 결과에서 역시 확인 되어, 수천개의 
서로 다른 유전자들이 발현이 되는 중에 전사인자등의 비생물 스트레스에 
기능을 갖는 소수의 유전자들이 모든 스트레스 조건에서 공통적으로 발현이 
유도되었다(그림 15B). 이 결과는 서로 다른 스트레스조건 이지만, 식물이 
스트레스에 대한 저항을 위해서는 고온, 건조, 저온, 고염등의 각기 다른 
스트레스에 의해 활성화된 신호전달에서 특정 신호전달 구성요소를 서로 
공유하여 “cross talk”에 의해 공통적으로 발현이 필요한 유전자들을 





그림 15. 다양한 비생물 스트레스에  의해 발현이 유도되는 유전자들의 분석.  
A) Microarray 분석을 통해 확인된 애기장대에서 저온, 건조, 고염의 
스트레스에 의해 발현이 유도되는 유전자들의 분류. B) RNA sequencing을 
통해 옥수수에서 고온, 저온, 건조, 고염 스트레스에 의해 발현이 유도되는 







2009; Zhang and Sonnewald, 2017). 본 연구에서 다양한 비생물 
스트레스에서 발현이 유도되는 유전자인 CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1을 
과다발현 시킨 3종의 형질전환 식물체에서 ARF 유전자가 공통적으로 높은 
수준으로 발현이 상향조절되는 것이 확인되었다. 그러므로 ARF가 기존에 
알려진 그들의 생리학적 기능 이외에 비생물 스트레스 유도성 유전자들의 
하위 유전자로서 식물체 내에서 다른 기능을 기능을 가질 것이라 예상하여, 





















재료 및 방법 
 
식물 재료 및 고온스트레스 처리 
담배 식물체는 25oC로 유지되며 60%의 상대습도와 16시간 광주기를 
갖는 생장실에서 배양하였다. RNA 추출에는 5주간 배양된 식물들이 
사용되었다. 고온스트레스 처리를 위하여 담배 식물체를 44oC로 유지되며 
90%의 상대 습도를 갖는 배양기에서 4시간 동안 고온스트레스를 가하였다. 
대조군은 일반적인 배양 조건에서 동일한 기간 배양하였다. 
RNA blot 분석 
담배에서 total RNA의 추출에 대해 간단히 설명하면, 각 조직을 
액체질소와 함께 막자 사발에서 분쇄한 뒤 3 ml의 extraction buffer (100 
mM LiCl, 100 mM Tris-Cl pH 8.0, 10 mM EDTA, and 1% SDS)을 
첨가하여 잘 섞어준다. 여기에 3 ml의 chloroform-isoamyl alcohol 
(24:1)를 첨가하여 vortex후 4oC의 10,000 × g 속도로 25분간 원심분리 
한 뒤 현탁액을 새로운 튜브에 옮겨 담는다. 새로운 튜브에 옮겨 담은 
현탁액과 동일한 양의 chloroform-isoamyl alcohol (24:1)를 첨가한 뒤 
위의 원심분리과정을 반복한다. 원심분리 후 현탁액을 새로운 튜브에 옮겨 
담고 여기에 동일한 양의 4 M LiCl를 첨가하여 섞어준 후 -70oC에 3시간 
보관한다. 이후 원심분리 후에 튜브에 생성된 pellet을 70% 에탄올로 세척한 
뒤 DEPC를 처리한 증류수에 용해시킨다. 이렇게 준비된 20 µg의 전체 
RNA를 포름알데히드가 포함된 1.2% agarose gel에 전기영동시킨 뒤 이 




blotting한다. NtARF1에 특이적인 탐침 DNA 생성을 위하여 두 개의 
primer (5́ -ATGGGGCTGACATTCACCAAG-3́ , 5́ -
TTAGGCCTTGTTAGCGATGTTG-3)는 NtARF1의 cDNA 염기서열을 
기초로 제작되었다. 위의 primer를 사용해 PCR 증폭된 NtARF1의 DNA는 
α-32P-dCTP로 표지되어 혼성화에 사용되었다. Blotting된 membrane은 
1시간에서 2시간 동안 예비 혼성화를 거친 뒤 65oC에서 16시간 동안 
혼성화시켰으며 혼성화에 사용된 용액은 1 M dibasic sodium phosphate 
(pH 7.2), 14% (w/v) SDS, 0.5 M EDTA (pH 8.0)를 포함하고 있다. 
혼성화 후에 nylon membrane의 세척은 65oC에서 0.2X SSC와 0.1% 
SDS를 포함한 용액을 사용하였다. 이후에 nylon membrane은 phosphor 
imaging screen (BAS Storage Phosphor Screens; GE Healthcare Life 
sciences)에 노출시켜 혼성화 결과를 얻게 되었다. 
cDNA library의 제작 및 screening 
CaPP2C 형질전환 식물체에서 추출된 poly (A) RNA는 Uni-λZAP 
XR vector cDNA synthesis kit (Agilent Technology, Santa Clara, CA, 
USA)을 이용한 cDNA library 제작에 사용되었다. cDNA library 제작에 
대해 간단하게 설명하면 XhoI adapter를 포함한 첫 번째 cDNA 가닥의 
생성은 priming oligo(dT)18에 의해 이루어진다. 두 번째 cDNA 가닥의 생성 
후 cDNA 말단은 EcoRI adapter에 의해 blunted되었다. 이렇게 생성된 
cDNA들은 XhoI을 처리한 뒤 Uni-λZAP XR vector arm에 ligation되어 
Gigapack II Gold packaging extract (Agilent Technology)에 
packaging되었다. 생성된 cDNA library는 1.4 × 106 pfu ml-1의 titer를 




lawn이 형성된 LB-agar plate위에 도말하여 plaque가 형성되었다. 
Plaque가 형성된 각각의 plate에 nylon membrane을 이용하여 
duplication을 시킨 뒤 duplication된 nylon membrane을 1.5 M NaCl/0.5 
M NaOH으로 변성시키고 1.5 M NaCl/0.5 M Tris-HCl pH 7.3으로 중화 
시킨 후 2× SSC/0.2 M Tris-Cl pH 7.5으로 세척하여 UV를 조사하여 
고정시켰다. 혼성화 반응을 위한 탐침DNA는, 애기장대의 ARF 
유전자의(At1g70490) 염기서열을 기초로 제작된 primer들과(그림 17A, 
TAIR10) CaPP2C 형질전환체 담배에서 추출한 poly (A)를 활용한 
cDNA로 RT-PCR을 수행해 증폭된 PCR 산물을 32P로 표지한뒤, 담배의 
ARF cDNA clone들을 선별하기 위한 cDNA library screening의 탐침자로 
활용하였다. 앞선 RNA blot에서 설명된 방식과 동일하게 혼성화 후 nylon 
membrane은 2× SSC, 0.1% (w/v) SDS로 30분간 세척 후 intensifying 
screen과 함께 -70oC에서 X-ray film에 감광시켰다(Sambrook and 
Russell, 2001). 이렇게 선별한 담배의 cDNA clone을 NtARF라 
명명하였다. 
DNA 염기서열의 분석과 비교 
cDNA clone의 염기서열은 automated DNA sequencer (Applied 
Biosystems)을 통해 분석되었다. Multiple sequence alignment는 Bioedit 
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)에 의해 수행되었으며 
염기서열 및 아미노산 서열의 비교분석에는 National Center for 





Genomic DNA blot 분석 
Genomic DNA의 추출은 Richards et al. (2001)의 CTAB방법을 
활용하였다. 담배의 잎을 액체질소와 함께 분쇄한 후 미리 가열된 CTAB 
용액[1.4 M NaCl, 2% (w/v) hexadecyl trimethyl ammonium bromide, 
0.5% β-mercaptoethanol, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 20 mM EDTA 
pH 8.0]을 첨가한 뒤 65oC에서 30분간 반응시킨다. 그리고 20 µl 0.1 mg 
ml-1 RNase A를 첨가한 뒤 37°C에서 15분간 반응시킨다. 여기에 동일한 
양의 chloroform:isoamyl alcohol (24:1) 를 첨가하여 섞은 뒤에  13,000 
× g의 속도로 15분간 원심분리 한다. 원심분리 후 현탁액을 새로운 튜브에 
옮긴 뒤 동일한 양의 chloroform:isoamyl alcohol (24:1) 를 첨가하여 섞은 
뒤에  13,000 × g의 속도로 15분간 원심분리 한다. 원심분리 후, 0.8배의 
isopropanol을 현탁액에 첨가하여 25oC에서 10분간 반응시켜 genomic 
DNA의 침전을 기다린다. 이후 10,000 × g의 속도로 10분간 원심분리하여 
생성된 pellet을 70% 에탄올로 세척한 뒤 pellet을 TE 용액(10 mM Tris-
Cl, 1 mM EDTA, pH 8.0)에 녹인다. Genomic DNA-blot 분석은 
Sambrook et al. (2001)방식에 따라 진행하였다. 20 µg의 genomic 
DNA를 각각 BamHI, EcoRI, EcoRV, XbaI로 처리한 뒤 0.6% agarose 
gel에 전기영동 시켰다. 전기영동된 agarose gel은 1.5 M NaCl/ 0.5 M 
NaOH 용액에서 30 분간 변성시켰고 1.5 M NaCl/ 1 M Tris-HCl, pH 8.0 
용액으로 30분간 중화 시킨뒤 Hybond N+ membrane (GE Healthcare 
Life Sciences)에 blotting 하였다. 탐침자 제작과 혼성화 반응에 대한 
설명은 앞선 RNA-blot분석에 설명되어 있으며 혼성화 후 세척이 완료된 
nylon membrane은 phosphor-imaging screen (GE Healthcare Life 




NtARF1을 과다발현 시킨 형질전환체 담배 제작 
NtARF1의 ORF는 담배의 cDNA clone과 BamHI 제한효소 서열을 
포함한 두 개의 primer를 (5’-
ATATGGATCCATGGGGCTGACATTCACCA-3’, 5’-
ATATGGATCCTTAGGCCTTGTTAGCGATGTTG-3’,밑줄은 BamHI 
제한효소 서열) 이용하여 PCR을 통해 증폭하였다. PCR조건의 처음 시작은 
95oC에서 5 분간 주형 가닥을 변성시켰으며 이후 30 cycle을 95oC에서 
30초간, 58°C에서 30초간 72°C에서 1분간 반응 시키고 마지막에 
72oC에서 5분간 반응시켰다. PCR을 통해 증폭된 NtARF1 DNA는 
BamHI을 처리 후에 pBKS1-1 식물 발현벡터(Suh et al., 1994)의 CaMV 
35S 프로모터 뒤에 위치하는 BamHI site에 ligation 시켰다. Cloning후의 
염기서열은 automated DNA sequencer (Applied Biosystems)에 의해 
확인 하였으며 NtARF1의 ORF가 sense방향, anti-sense 방향으로 각각 
삽입된 두 개의 pBKS1-1- NtARF1 재조합 DNA는 Agrobacterium 
tumefaciens strain LBA4404에 각각 형질전환 시켰다(Horsch et al., 
1985). 형질전환된 각각의 Agrobacterium cell을 1-2 cm로 자른 멸균된 
담배 잎의 절편에 감염시켰다. 24시간 동안 공동배양을 한 뒤 담배잎의 
절편을 200 mg/ml 카나마이신과 100 mg/ml cefotaxime 을 포함한 shoot 
유도 배지에서 배양하였다. 배양과정에서 카나마이신에 저항성을 갖는 
shoot만을 선별하여 200 mg/ml 카나마이신을 포함하는 뿌리 유도 배지에 
옮겨 배양을 시작하였다. 여기서 선별된 형질전환 식물체로 추정되는 
형질전환체 담배는 다시 토양으로 옮겨져 일반적인 생장환경에서 배양 후 




NtARF1에 특이적인 역전사 PCR 분석 
담배의 ARF clone들의 ORF는 염기서열의 유사성이 높기 때문에 
NtARF1의 발현을 식물체내에서 확인 하기 위하여 reverse transcription 
(RT)-PCR이 사용되었다. RT-PCR 분석을 위해서 NtARF1을 위한 
특이성이 높은 primer들이 제작되었다. 이 primer들은 NtARF의 3′ 
untranslated region (UTR)에서 디자인되어(그림 17A, 표 4) primer의 
특이성은 DNA-blot을 통해 확인하였다(그림 19). 간단히 설명하자면, 
9개의 NtARF clone의 plasmid DNA를 EcoRI 과 XhoI으로 제한효소 
처리한 뒤 0.7% agarose gel에서 전기영동한다. 이후 nylon membrane으로 
전기영동된 agarose gel을 blotting하고 γ-32P-ATP으로 5’말단을 표식 
한 NtARF1 primer과 함께 혼성화시켰다. Blotting과 혼성화 반응조건은 
앞서 설명한 genomic DNA-blot방식과 동일하게 수행됬다. NtARF1의 
발현 양을 CaPP2C 형질전환 식물체와 고온스트레스를 처리한 담배에서 
확인 하기 위하여 각각의 식물체에서 추출한 total RNA를 37oC에서 DNase 
I (Takara, Kusatsu, Japan)으로 처리하였고 phenol-chloroform 
extraction을 통해 DNase I를 제거하였다. cDNA의 합성에는 AMV 
reverse transcriptase (Promega, Madison, WI, USA)를 이용하였고 
42oC에서 1시간 반응하여 생성된 cDNA는 Nano Drop spectrophotometer 
(ND-1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA)으로 
cDNA의 양을 확인한 뒤 동일한 양의 cDNA, 3’ UTR에서 design한 
NtARF primer, PCR mix (EmeraldAmp GT PCR Master Mix, 
Takara)와 함께 PCR을 수행하였고 PCR의 처음 시작은 95oC에서 5 분간 




30초간 72oC에서 1분간 반응 시키고 마지막에 72oC에서 5분간 반응시켰다. 
전사체 분석결과에서 상향조절된 유전자들의 발현양상을 CaPP2C 
형질전환체 담배와 NtARF1 형질전환체 담배에서 각각 확인하기 위하여 
NtARF1 형질전환체 담배에서 추출된 total RNA는 앞서 설명된 CaPP2C 
형질전환체 담배의 total RNA와 동일한 방식으로 cDNA를 합성하였으며 
RT-PCR 분석에 사용된 primer의 서열은 표 5에 기술되 있으며 각각의 
primer들은 Arabidopsis 27K Oligo Microarray chip (GreenGene Bio 
tech, Korea)에 올라와있는 oligonucleotide 염기서열을 기초로 design 
하였으며 각 유전자에 특이적인 primer를 활용하여 RT-PCR을 수행하였고 
RT-PCR을 수행한 방식은 위의 설명과 동일하게 이루어졌다. 
 
일반생장 조건 및 비생물 스트레스에서의 생체량분석 
NtARF1 형질전환체 담배 그리고 vector 대조군은 1장의 “재료 및 
방법”에 기술된 조건과 동일한 환경에서 배양 하여 일반 생장조건에서의 
식물체의 생체량 분석 및 고온, 건조, 저온, 고염스트레스에서의 생체량 
분석에 사용 되었다.  
 
종자 발아 분석 
NtARF1 형질전환 식물체의 종자의 발아 비율을 확인 하기 위하여 T2 
세대의 NtARF1 형질전환 식물체와 vector 대조군 식물체의 종자가 
사용되었다. 25oC의 암조건에서 Whatman’s filter paper 위에 모든 
식물체의 종자를 위치하여 24시간 동안 배양한다. 24시간의 imbibition 후 




발아비율을 확인한다. 이와 함께 ARF의 활성을 억제하는 것으로 알려진 
brefeldin A (BFA) (Renault et al., 2003)를 이용한 ARF의 기능을 
확인하기 위한 실험에서 4 μm BFA, 8 μm BFA, 12 μm BFA, or 16 μm 
BFA를 포함하는 Whatman’s filter paper #1위에 모든 식물체의 종자를 
위치하여 앞선 조건과 동일하게 종자의 발아 비율을 확인하였다. 모든 종자는 
작은 뿌리(radical)가 형성되었을 때 발아한 것으로 판단하여 한 식물체의 




























담배에서 ARF 유전자 분리 및 특성 분석 
담배에서 ARF 유전자를 분리하기 위하여 cDNA library를 제작하였
으며, 이 cDNA library의 제작에는 CaPP2C 형질전환체 담배에서 추출한 
poly (A) RNA가 사용되었다. 담배 ARF 분리를 위한 cDNA library 
screening에 사용된 탐침DNA는, 애기장대의 ARF 유전자의(At1g70490) 
염기서열을 기초로 제작된 primer쌍과(그림17A, TAIR10), CaPP2C 형질
전환체 담배에서 추출한 poly (A) RNA를 이용하여, RT-PCR을 통해 증폭
된 PCR 결과물을 32P로 표지하여 담배의 ARF cDNA clone들을 선별하기 
위한 cDNA library screening의 탐침DNA로 활용하였다. cDNA library 
screening의 결과에서 80,000개의 plaque중에서 ARF cDNA로 추정되는 
150개의 clone을 확보하였으며, 150개 clone중 9개의 clone의 염기서열은, 
NCBI database를 활용하여 기존의 다른 식물 종에서 보고된 ARF 유전자와 
비교를 통해 유사성이 높은 것이 확인되었으며 전체 ORF를 포함하므로 최종
적으로 9개의 담배 ARF (NtARF) 유전자를 선별하였다(그림 16, 그림17A).  
선별한 9개의 NtARF clone들의 염기서열과 애기장대의 ARF 유전자
의 염기서열을 함께 multiple sequence alignment하였으며 그 결과 선별한 
9개의 NtARF 유전자들은 높은 유사성을 갖고 있으며, 특히 ORF가 상당히 
유사성이 높았다. 하지만 ORF와 비교하여 각각의 5' UTR과 3’ UTR은 비교
적 서로간의 유사성이 떨어져 차이가 있다는 것을 확인 할 수 있었다(그림 
17A). 선별된 9개의 NtARF의 아미노산 서열은 서로 98%이상의 유사성을 
보여주므로 차이가 거의 없는 것을 확인 할 수 있었다(그림 17B). 그리고 9




GEF Sec7 domain인 2개의 switch region, 1개의 GAP interaction 
domain인 effector region을 모두 갖고 있었으며 N-말단의 두번째 Gly에 
미리스토일화 site가 존재하였으며 이를 토대로 NtARF는 다른 식물에서와 
마찬가지로 높은 수준으로 담배 내에서 보존되어 있다는 것을 확인할 수 있었
다. 그리고 9개의 NtARF중 NtARF1, NtARF3, NtARF9은 동일한 단백질을 
coding하였고 NtARF4와 NtARF6도 동일한 단백질을 coding하였으며 
NtARF5와 NtARF7도 동일한 단백질을 coding하였다. NtARF2와 NtARF8
은 서로 다른 단백질을 coding하였으므로 결과적으로 9개의 NtARF clone은 
5개의 서로 다른 NtARF 단백질을 coding하는 것을 확인 하였다.  
담배에서 추출한 genomic DNA는 4개의 서로 다른 제한 효소로 처리
하였으며 genomic DNA blot분석 결과에서 다수의 밴드가 나타나는 것을 확
인 할 수 있었다(그림 18). 이 결과를 통하여 담배에 여러 ARF gene family
가 존재한다는 것을 확인하였다.  
 
CaPP2C 형질전환 식물체와 고온스트레스조건에서 NtARF1의 발현분석 
담배에서 분리한 9개의 NtARF 중 NtARF1의 염기서열은 cDNA 
library screening에 사용한 탐침 DNA의 염기서열과 유사성이 가장 높아 
NtARF1이 CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1 형질전환체 담배에서 공통적으로 
발현이 상향조절되는 ARF 유전자일 것이라 추정하였다. 때문에 NtARF1이 
전사체분석 결과에서와 같이 높은 수준으로 상향조절되는지 확인하기 위하여, 
NtARF1의 발현 양상을 CaPP2C 형질전환체 담배에서 확인하고자 NtARF1
에 특이적인 primer 쌍을 제작하였다. 선별한 9개의 NtARF는 cDNA의 염기
서열의 유사성이 매우 높기 때문에 특이성이 높은 primer쌍을 활용하여 












그림 16. 담배 ARF 유전자를 분리하기 위한 cDNA library screening. A) 
담배 ARF cDNA clone을 분리하기 위해 CaPP2C 형질전환체 담배에서 추
출한 poly (A) RNA를 이용하여 제작한 cDNA library의 first screening 결
과. B) First screening결과에서 positive 결과를 보인 plaque들의 second 











그림 17. 담배에서 분리한 ARF cDNA clone들의 cDNA 염기서열 및 아미노
산 서열의 다중 서열 정렬 결과. A) 9개의 NtARF clone의 염기서열을 애기
장대 ARF 유전자중에 하나인 At1g70490과 다중 서열 정렬한 결과이다. 붉
은색 밑줄은 cDNA library screening에 사용된 탐침 DNA를 준비하는데 사
용한 primer들의 서열을 표시하였으며 푸른색 점선은 NtARF1에 특이적인 
RT-PCR 분석에 사용된 primer들의 서열을 표시하였다. B) 9개의 NtARF
의 아미노산 서열을 분석한 결과 myristoylation site는 star로 표시하였고 
GTP-binding motif에 의해 구성된 4개의 domain (I–IV), 두 개의 GEF 
Sec7 interaction domain (switch 1 and 2), 한 개의 GAP interaction 
domain (effector region)은 선으로 표시하였다. 밝거나 짙은 색의 서열은 
















그림 18. NtARF 유전자에 대한 genomic DNA blot 분석결과. 담배의 
genomic DNA는 BamHI, EcoRI, EcoRV, XbaI로 각각 처리하였고 혼성화
에는 NtARF1 cDNA의 ORF를 32P로 표지하여 탐침 DNA로 사용하였다. 















의 3'UTR에서 design 되어 각각의 NtARF clone들에 특이적으로 결합한다. 
9개의 NtARF의 plasmid DNA를 EcoRI 과 XhoI으로 처리하여 준비한 DNA 
blot 결과에서, NtARF1의 primer 쌍은 NtARF1 clone에만 특이적으로 결
합하는 것을 확인 할 수 있었다(그림 19). 위에 특이성이 확인된 primer 쌍을 
사용하여 CaPP2C 형질전환체 담배에서 NtARF1의 발현양을 확인한 결과에
서 NtARF1은 vector 대조군 보다 CaPP2C 형질전환체 담배에서 발현이 높
게 된다는 사실을 확인할 수 있었고(그림 20) 이를 통해 NtARF1이 우리가 
목표로 하는 3종의 형질전환체 담배에서 공통적으로 발현이 높게 조절되는 
ARF 유전자라는 것을 확인 하였다. 
또한 NtARF1은 고온스트레스에서 발현이 유도되는 것이 확인되었다
(그림 21). 담배에 44℃의 고온 스트레스를 가한 후 NtARF1의 전사물의 발
현이 유도되는지 확인한 RT-PCR 결과에서, 대조군과 비교하여 NtARF1 전
사물이 고온스트레스를 준 30분 후에 약한 발현이 유도되며 고온스트레스를 
준 후 3시간 까지 그 발현 양이 유도되며, 이후에는 발현이 유도되지 않는 것
을 확인 하였다(그림 21B). 동일한 고온 스트레스조건에서, 다른 NtARF 유
전자와 유사성이 높은 NtARF1의 ORF를 탐침DNA로 사용한 RNA blot결과
는, 고온스트레스 후 대조군과 비교하여 전체 NtARF 유전자의 전사물이 빠
르게 감소하는 것을 확인 할 수 있었다(그림 21A). 그러므로 이 결과를 통해 
담배에 고온스트레스를 주었을 때 NtARF1이 고온스트레스에 의해서 발현이 






















그림 19. NtARF1 primer의 특이성 확인을 위한 DNA-blot 분석결과. 3’
UTR에서 design된 NtARF1의 primer들은 그림 17A에 표시하였다. 9개의 
NtARF cDNA clone들은 EcoRI 과 XhoI으로 처리한 뒤 전기영동을 통해 
cDNA insert와 pBluescriptII SK- vector로 나뉘었고 이 agarose gel을 








Name Sequence (5’- 3') 






















그림 20. CaPP2C 형질전환체 담배에서의 RT-PCR을 통해 분석된 NtARF 
유전자의 발현결과. CaPP2C 형질전환체 담배에서 특이성이 확인된 
NtARF1 primer(그림 19)를 이용한 RT-PCR 결과에서 vector 대조군과 
비교하여 CaPP2C가 과다발현된 형질전환 식물체의 line들에서 NtARF1의 


























그림 21. 고온스트레스조건에서 NtARF 유전자의 발현분석. A) 고온스트레
스에서 NtARF들의 전사체 발현이 유도되는지 확인한 RNA blot 결과이다. 
NtARF cDNA clone들의 ORF 염기서열은 매우 유사성이 높기 때문에 
NtARF1의 ORF를 32P로 표지한 탐침자를 사용한 RNA blot결과는 일반적인 
생장조건인 대조군에서 많은 NtARF 전사체들의 발현이 유도되는 것이 확인
되었다. 44℃의 고온스트레스를 가한 조건에서 NtARF 전사체들은 빠른 속
도로 감소하는 것이 확인되었다. RNA blot 분석 결과에는 실험에 사용된 식
물체에서 추출한 20 μg의 total RNA를 1.2% agaros gel에 전기영동하였으
며 EtBr staining하였다. B) 고온스트레스 조건에서 NtARF1이 특이적으로 
발현이 유도 되었다. DNA blot으로 NtARF1에 대한 특이성이 확인된 
primer를 사용한 RT-PCR 결과에서 NtARF1은 대조군과 비교하여 고온스
트레스처리 30분 후부터 발현이 유도되어 2시간까지 발현이 지속적으로 유
도되었고 고온스트레스를 가한 4시간째에는 NtARF1의 발현이 감소된 것을 
확인 할 수 있다. 본 실험에서 44℃의 고온스트레스를 담배에 총 4시간 가하







NtARF1 과다발현을 통한 형질전환체 담배 제작 
 
NtARF1의 식물체 내에서의 기능을 확인 하기 위하여, NtARF1을 과
다발현시킨 형질전환체 담배를 제작하였다. NtARF1의 ORF는 식물 발현 
vector인 pBKS1-1의 CaMV 35S 프로모터의 제어 하에 각각 정방향 및 역
방향으로 위치하였고 Agrobacterium을 이용해 담배에 형질전환 시켰다(그
림 22A). NtARF1 형질전환체 담배로 추정되는 식물체들은 카나마이신을 포
함하는 배지에서 선별 후 다시 sense 또는 anti-sense NtARF1를 32P로 표
지한 탐침DNA를 사용한 RNA blot분석으로 형질전환이 되었는지 확인 하였
다. 형질전환이 확인된 NtARF1 형질전환체 담배는 일반적인 생장환경에서 
생장하여 자가수분을 통해 T2세대의 형질전환체담배를 얻는데 사용되었다. 
anti-sense NtARF1를 탐침자로 활용한 RNA blot결과에서 vector 대조군
을 포함한 sense NtARF1 형질전환체 담배에서 모두 NtARF1의 발현이 이
루어지지만, vector 대조군과 비교하여 sense NtARF1 형질전환체 담배에
서 NtARF1의 발현 양이 뚜렷하게 강한 것을 확인 할 수 있다(그림 22B). 
Vector 대조군과 8번 형질전환 식물체에서 확인된 밴드는 식물체내에서 일
반적으로 발현되는 NtARF1의 전사물일 것이라 예상 된다. Anti-sense 
NtARF1 형질전환체 담배에서 anti-sense NtARF1 전사물의 발현은 
sense NtARF1를 탐침자로 활용한 RNA blot결과로 확인되었다. 그 결과 
vector 대조군에서는 일반적으로 anti-sense NtARF1 전사물이 존재하지 
않기 때문에 탐지되지 않는 것이 확인되었고, 8개의 anti-sense NtARF1 형
질전환체 담배에서 모두 anti-sense NtARF1 전사물이 발현되는 것이 확인 











그림 22. NtARF1을 과다발현한 형질전환체 담배의 제작. A) NtARF1 유전
자를 식물체에서 과다발현시키기 위해 사용된 식물 발현 벡터 pBKS1-1/ 
NtARF1의 유전자 지도이다. Pnos, nopaline synthase 유전자의 promoter; 
NPT, neomycin phosphotransferase 유전자; P35S, cauliflower mosaic 
virus 35S transcript의 promoter; Tnos, nopaline synthase 유전자의 
terminator; KanR, kanamycin resistance gene; RB, T-DNA right 
border; LB, T-DNA left border. B) Sense 방향의 NtARF1의 ORF를 과
다발현하는 T1 세대의 형질전환 식물체의 RNA-blot결과이다. C) Anti- 
Sense 방향의 NtARF1의 ORF를 과다발현하는 T1 세대의 형질전환 식물체
의 RNA-blot결과이다. RNA blot 분석 결과에는 실험에 사용된 식물체에서 






NtARF1 의 과다발현과 식물생장의 연관관계  
 
NtARF1을 과다발현 시킨 형질전환 담배는 RNA blot 결과에서 vector 
대조군과 비교하여 높은 수준으로 NtARF1을 발현하고 있으며, 이들 형질전
환 식물체는 vector 대조군에 비해 형태적 차이가 있는 것이 확인 되었다(그
림 23A-C). 일반적인 생장환경에서 25일간 배양한 NtARF1 형질전환체 담
배의 생체량을 비교한 결과에서, sense NtARF1 형질전환체 담배의 생체량
은 2.53 ± 0.11 g이므로 vector 대조군의 생체량인 1.79 ± 0.2 g에 비하여 
생체량의 뚜렷한 증가를 확인 할 수 있었다. 반면에 anti-sense NtARF1 형
질전환체 담배와 vector 대조군을 비교하였을 때는 각각의 생체량이 1.7 ± 
0.14 g, 1.79 ± 0.2 g이므로 통계적인 차이가 없었다(그림 23D). 그리고 완
전히 성숙한 sense NtARF1 형질전환 식물체의 높이는 116.3 ± 3.5 cm이
므로 vector 대조군의 식물체의 높이인 97.5 ± 2.5 cm에 비하여 식물체의 
높이가 뚜렷하게 증가한 것을 확인 할 수 있었다. 반면에 anti-sense 
NtARF1 형질전환체 담배와 vector 대조군을 비교하였을 때는 각각의 식물
체의 높이는 98.0 ± 2.9 cm, 97.5 ± 2.5 cm이므로 통계적인 차이가 없었
다(그림 23E, F). 또한 성숙한 식물체에서 발달된 꽃의 개수 또한 통계적 차
이를 보이는 것이 확인되었다. Sense NtARF1 형질전환체 담배는 13.5 ± 
1.7, vector 대조군은 8.5 ± 1.3, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배는 
7.4 ± 1.4개의 꽃을 생성하였다(그림 23G). 결과적으로 NtARF1의 과다발
현은 형질전환식물체의 생장속도의 증가와 함께 식물체의 높이가 더 증가하















그림 23. NtARF1을 과다발현한 형질전환체 담배와 vector 대조군의 생체량 
및 표현형의 비교 분석. A) NtARF1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 형
태적 비교 결과이다. B) T2 세대의 NtARF1 형질전환체 담배의 sense line
에서 NtARF1이 강하게 발현이 되는 것을 RNA blot 분석을 통해 확인하였다. 
RNA blot 분석 결과에는 실험에 사용된 식물체에서 추출한 20 μg의 total 
RNA를 1.2% agaros gel에 전기영동하였으며 EtBr staining하였다.C) T2 
세대의 NtARF1 형질전환체 담배의 anti-sense line에서 anti-sense 
NtARF1 전사물이 강하게 발현이 되는 것을 RNA blot 분석을 통해 확인하였
다. RNA blot 분석 결과에는 실험에 사용된 식물체에서 추출한 20 μg의 
total RNA를 1.2% agaros gel에 전기영동하였으며 EtBr staining하였다. D) 
일반생장 조건에서의 sense NtARF1 형질전환체 담배, anti-sense 
NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군의 생체량 비교 분석 결과이다. 
sense NtARF1 형질전환체 담배는 다른 두 개의 대조군 식물체들과 비교하
여 생체량의 통계적인 증가가 확인되었다. 그래프 우측의 V는 vector 대조군 
line들의 평균 생체량 값을 의미하며 AS는 anti-sense NtARF1 형질전환체 
담배 line들의 평균 생체량 값을 의미하고 S는 sense NtARF1 형질전환체 
담배 line들의 평균 생체량 값을 의미한다. E) 성숙한 sense NtARF1 형질전
환체 담배, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군의 식물 높
이 비교. F) 성숙한 sense NtARF1 형질전환체 담배, anti-sense NtARF1 
형질전환체 담배, vector 대조군의 식물 높이 비교. sense NtARF1 형질전
환체 담배는 다른 두 개의 대조군 식물체들의 식물 높이와 비교하여 통계적인 
증가가 확인되었다. 그래프 우측의 V는 vector 대조군 line들의 평균 식물 높
이를 의미하며 AS는 anti-sense NtARF1 형질전환체 담배 line들의 평균 




식물 높이를 의미한다. G) Sense NtARF1 형질전환체 담배, anti-sense 
NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군이 생성하는 꽃의 개수 비교 결과. 
그래프 우측의 V는 vector 대조군 line들의 평균 꽃의 개수를 의미하며 AS는 
anti-sense NtARF1 형질전환체 담배 line들의 평균 꽃의 개수를 의미하고 
S는 sense NtARF1 형질전환체 담배 line들의 평균 꽃의 개수를 의미한다. 
오차막대는 95% 신뢰구간을 의미한다. V는 vector 대조군을 의미하며 AS는 
anti-sense NtARF1 형질전환체 담배를 의미하고 S는 sense NtARF1 형






















NtARF1의 과다발현과 형질전환 식물체의 비생물 스트레스 내성의 증가와의 
상관관계 
일반적인 생장환경에서 NtARF1 형질전환체 담배는 대조군과 비교하
여 생장률에서 통계적으로 큰 차이를 보이며 높은 생장률에 의해서 비생물 스
트레스조건에서 생체량의 통계적 증가가 확인 되었다. 고온스트레스 조건에
서 sense NtARF1 형질전환체 담배는 2.28 ± 0.09 g, vector 대조군은 1.6 
± 0.10 g, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배는 1.57± 0.06 g의 생체
량이 측정되어 고온스트레스조건에서 sense NtARF1 형질전환체 담배가 높
은 생장률에 의해 vector 대조군과 비교하여 생체량의 통계적 증가가 확인되
었다(그림 24A-D). 건조스트레스 조건에서 sense NtARF1 transgenic 형
질전환체 담배의 생체량은 1.91 ± 0.11 g이며 vector 대조군의 생체량은 
1.58 ± 0.16 g이고 anti-sense NtARF1 형질전환체 담배의 생체량은 
1.12 ± 0.10 g이므로 sense NtARF1 형질전환체 담배가 건조스트레스에서 
높은 생장률에 의해 vector 대조군과 비교하여 생체량의 통계적 증가가 확인
되었다(그림 25A-D). 저온스트레스 조건에서 sense NtARF1 형질전환체 
담배는 2.00 ± 0.12 g, vector 대조군은 1.42 ± 0.23 g, anti-sense 
NtARF1 형질전환체 담배는 1.37± 0.10 g의 생체량이 측정되어 저온스트
레스조건에서 sense NtARF1 형질전환체 담배가 높은 생장률에 의해 
vector 대조군과 비교하여 생체량의 통계적 증가가 확인되었다(그림 26A-
D). 고염스트레스 조건에서 sense NtARF1 형질전환체 담배의 생체량 및 뿌
리 길이는 0 mM NaCl에서 100 mM NaCl까지 vector 대조군 및 anti-
sense NtARF1 형질전환체 담배에 비해 더 높은 것을 확인 할 수 있다(그림 
27A, B). 0 mM NaCl 에서 sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군, 








그림 24. NtARF1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 고온스트레스조건에
서의 생체량 비교 분석. A) 고온스트레스에서 sense NtARF1 형질전환체 담
배는 vector 대조군, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배의 생체량과 비
교하여 통계적인 증가가 확인되었다. 그래프 우측의 V는 vector 대조군 line
들의 평균 생체량 값을 의미하며 AS는 anti-sense NtARF1 형질전환체 담
배 line들의 평균 생체량 값을 의미하고 S는 sense NtARF1 형질전환체 담
배 line들의 평균 생체량 값을 의미한다. B) 3주 배양된 sense NtARF1 형질
전환체 담배, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군이 고온




sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군에 44℃의 고온스트레스를 
2시간 처리하였다. D) sense NtARF1 형질전환체 담배, anti-sense 
NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군에 고온스트레스 처리 후 2일간 25℃
에서 회복시켰다. 오차막대는 95% 신뢰구간을 의미한다. V는 vector 대조군
을 의미하며 AS는 anti-sense NtARF1 형질전환체 담배를 의미하고 S는 





























그림 25. NtARF1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 건조스트레스조건에
서의 생체량 비교 분석 결과. A) 건조스트레스에서 sense NtARF1 형질전환
체 담배는 vector 대조군, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배의 생체량
과 비교하여 통계적인 증가가 확인되었다. 그래프 우측의 V는 vector 대조군 
line들의 평균 생체량 값을 의미하며 AS는 anti-sense NtARF1 형질전환체 
담배 line들의 평균 생체량 값을 의미하고 S는 sense NtARF1 형질전환체 
담배 line들의 평균 생체량 값을 의미한다. B) 3주 배양된 sense NtARF1 형
질전환체 담배, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군이 건
조스트레스를 처리에 사용되었다. C) sense NtARF1 형질전환체 담배, 




물 공급을 중단하여 건조스트레스처리 하였다 D) sense NtARF1 형질전환
체 담배, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군에 건조스트
레스 처리 후 물을 공급하여 2일간 25℃에서 회복시켰다. 오차막대는 95% 
신뢰구간을 의미한다. V는 vector 대조군을 의미하며 AS는 anti-sense 






























그림 26. NtARF1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 저온스트레스조건에
서의 생체량 비교 분석 결과. A) 저온스트레스에서 sense NtARF1 형질전환
체 담배는 vector 대조군, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배의 생체량
과 비교하여 통계적인 증가가 확인되었다. 그래프 우측의 V는 vector 대조군 
line들의 평균 생체량 값을 의미하며 AS는 anti-sense NtARF1 형질전환체 
담배 line들의 평균 생체량 값을 의미하고 S는 sense NtARF1 형질전환체 
담배 line들의 평균 생체량 값을 의미한다. B) 3주 배양된 sense NtARF1 형
질전환체 담배, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군이 저




NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군에 4℃의 저온스트레스를 4일간 처
리하였다. D) sense NtARF1 형질전환체 담배, anti-sense NtARF1 형질
전환체 담배, vector 대조군에 저온스트레스 처리 후 2일간 25℃에서 회복시
켰다. 오차막대는 95% 신뢰구간을 의미한다. V는 vector 대조군을 의미하며 
AS는 anti-sense NtARF1 형질전환체 담배를 의미하고 S는 sense 


























그림 27. NtARF1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 고염스트레스조건에
서의 생체량 및 뿌리길이 비교 분석 결과. A) 0 mM NaCl에서 200 mM 
NaCl까지의 조건에서 sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군, 
anti-sense NtARF1 형질전환체 담배의 생체량 비교결과. B) 0 mM NaCl
에서 200 mM NaCl까지의 조건에서 sense NtARF1 형질전환체 담배, 
vector 대조군, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배의 뿌리길이 비교결과. 
C) 0 mM NaCl에서 15일간 배양된 sense NtARF1 형질전환체 담배, anti-
sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군의 형태적 비교. D) 50 mM 
NaCl에서 15일간 배양된 sense NtARF1 형질전환체 담배, anti-sense 
NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군의 형태적 비교. E) 100 mM NaCl
에서 15일간 배양된 sense NtARF1 형질전환체 담배, anti-sense NtARF1 
형질전환체 담배, vector 대조군의 형태적 비교. F) 200 mM NaCl에서 15일
간 배양된 sense NtARF1 형질전환체 담배, anti-sense NtARF1 형질전환
체 담배, vector 대조군의 형태적 비교. V는 vector 대조군 line들의 평균 생
체량 값 및 뿌리길이를 의미하며 AS는 anti-sense NtARF1 형질전환체 담
배 line들의 평균 생체량 값 및 뿌리길이를 의미하고 S는 sense NtARF1 형
질전환체 담배 line들의 평균 생체량 값 및 뿌리길이를 의미한다. 고염 스트레
스는 15일간 서로 다른 농도의 NaCl을 포함한 MS 배지에서 배양된 식물체











0.060 ± 0.003 g, 0.050 ± 0.003 g이므로 뚜렷한 통계적 차이를 보였고 
동일한 조건에서 sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군, anti-
sense NtARF1 형질전환체 담배의 뿌리 길이는 2.98 ± 0.08 cm, 2.14 ± 
0.17 cm, 1.74 ± 0.09 cm이므로 역시 통계적으로 큰 차이를 보여 주어, 0 
mM NaCl 에서 sense NtARF1 형질전환체 담배의 생체량과 뿌리길이가 
vector 대조군 및 anti-sense NtARF1 형질전환체 담배와 비교하여 통계적
으로 더 높은 것을 확인 할 수 있었다(그림 27A-C). 50 mM NaCl에서 
sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군, anti-sense NtARF1 형
질전환체 담배의 생체량은 각각 0.065 ± 0.002 g, 0.045 ± 0.004 g, 
0.044 ± 0.002 g이므로 뚜렷한 통계적 차이를 보였고 동일한 조건에서 
sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군, anti-sense NtARF1 형
질전환체 담배의 뿌리길이는 2.05 ± 0.06 cm, 1.62 ± 0.11 cm, 1.42 ± 
0.06 cm이므로 역시 통계적으로 큰 차이를 보여 주었다(그림 27A, B, D). 
100 mM NaCl에서 sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군, anti-
sense NtARF1 형질전환체 담배의 생체량은 각각 0.046 ± 0.002 g, 0.034 
± 0.007 g, 0.027 ± 0.002 g이므로 sense NtARF1 형질전환체 담배의 생
체량이 통계적으로 뚜렷한 차이가 확인 되었다. 하지만 동일한 조건에서 
sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군, anti-sense NtARF1 형
질전환체 담배의 뿌리길이는 1.25 ± 0.35 cm, 1.16 ± 0.10 cm, 0.91 ± 
0.45 cm이므로 통계적으로 차이를 보여 주지 않았다(그림 27A, B). 100 
mM NaCl에서 실험에 사용된 식물개체들이 전체적으로 노랗게 변하면서 식
물의 생장이 전체적으로 저해되는 것이 확인 되었다(그림 27A, B, E). 마지
막으로 200 mM NaCl에서는 모든 식물들의 생장이 확연히 저해되어 sense 




담배 간의 통계적이 차이가 확인 되지 않았다(그림 27A, B, F). 위의 다양한 
비생물 스트레스 조건에서 NtARF1을 과다발현 시킨 sense NtARF1 형질전
환 식물체는 대조군 식물체와 비교하여 높은 생장률에 의해 여러 비생물 스트
레스 조건에서 생체량의 통계적 증가를 확인할 수 있었다.  
  
NtARF1의 과다발현과 종자발아 
NtARF1은 고온스트레스에서 발현이 유도된다는 것을 앞선 RT-PCR 
분석에서 확인하였다. 기존에 보고된 연구결과에서 식물의 종자 발아에 영향
을 주는 환경요건으로 알려진 heat shock을 처리하면 종자의 발아가 유도된
다는 결과가 보고되었으므로(Koo et al., 2015) 고온스트레스에서 발현이 
유도되는 NtARF1이 종자의 발아에 영향을 주는지 확인하기 위하여, 
NtARF1 형질전환체 담배의 종자를 사용하여 종자 발아 실험을 수행하였다
(그림 28). 증류수가 충분히 흡수된 Whatman’s filter paper위에 vector 
대조군 및 NtARF1 형질전환체 담배의 종자를 올려 놓고 종자 발아 실험을 
수행한 결과, 25℃에서 24시간 배양 후 sense NtARF1 형질전환체 담배의 
종자는 29.3 ± 3.2%, vector 대조군의 종자는 9.0 ± 2.0%, anti-sense 
NtARF1 형질전환체 담배의 종자는 13.8 ± 4.0%로 sense NtARF1 형질전
환체 담배의 종자가 같은 조건에서 더 많이 발아하였다. 28시간 배양 후 
sense NtARF1 형질전환체 담배의 종자는 51.8 ± 4.6%, vector 대조군의 
종자는 32.0 ± 7.8%, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배의 종자는 
28.5 ± 6.7%의 발아 비율을 보였으며, 32시간 배양 후 sense NtARF1 형
질전환체 담배의 종자는 80.0 ± 3.6%, vector 대조군의 종자는 59.0 ± 
5.9%, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배의 종자는 53.5 ± 11.4%의 발




식물체의 종자는 91.6 ± 2.0%, vector 대조군의 종자는 78.0 ± 11.8%, 
anti-sense NtARF1 형질전환식물체의 종자는 75.0 ± 6.6%의 발아 비율
을 보여 동일한 조건에서 sense NtARF1 형질전환체 담배의 종자가 대부분 
더 빠르게 발아가 완료된 것이 확인되었다. 48시간 배양후에는 sense 
NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군, anti-sense NtARF1 형질전환체 
담배의 종자 모두 90%이상 발아가 완료되었다(그림 28).  
ARF의 활성을 억제하는 것으로 알려진 BFA를 포함시켜 종자 발아율
을 확인한 실험결과에서, BFA를 처리한 결과에 의하여 모든 식물체들의 종자 
발아율이 감소하는 것을 확인 할 수 있었다. 하지만 sense NtARF1 형질전환
체 담배의 종자 발아율은 vector 대조군, anti-sense NtARF1 형질전환체 
담배의 종자 발아율과 비교하여 BFA의 영향을 적게 받는 것이 확인되었다. 
예를 들어 4 µM BFA조건에서 32시간 배양 후, sense NtARF1 형질전환체 
담배의 종자 발아율은 67%이므로 일반조건에서의 80%의 발아비율에 비해 
16% 감소하였고 vector 대조군의 종자 발아율은 38%이므로 일반조건에서
의 59%의 발아비율에 비해 36% 감소하였다. anti-sense NtARF1 형질전
환체 담배의 종자 발아율은 36%이므로 일반조건에서의 53%의 발아비율에 
비해 32% 감소하였다. 4 µM BFA조건에서 48시간 배양 후, sense NtARF1 
형질전환체 담배의 종자 발아율은 93%이므로 일반조건에서의 98%의 발아
비율에 비해 5% 감소하였고 vector 대조군의 종자 발아율은 78%이므로 일
반조건에서의 94%의 발아비율에 비해 17% 감소하였다. anti-sense 
NtARF1 형질전환체 담배의 종자 발아율은 73%이므로 일반조건에서의 90%
의 발아비율에 비해 19% 감소하였다. 또한 8 µM BFA조건에서 32시간 배양 
후 sense NtARF1 형질전환담배의 종자 발아율은 70%이므로 일반조건에서




46%이므로 일반조건에서의 94%의 발아비율에 비해 51% 감소하였다. 
anti-sense NtARF1 형질전환체 담배의 종자 발아율은 49%이므로 일반조
건에서의 90%의 발아비율에 비해 46% 감소하였다(그림 28B). 결과적으로 
ARF의 활성을 억제하는 BFA를 처리한 결과, ARF의 기능을 억제하였을 경
우 종자 발아에 심각한 영향을 주어 발아가 정상적으로 이루어지지 않았다. 
하지만 동일한 농도의 BFA에서 NtARF1을 과다발현시킨 sense NtARF1 
형질전환 식물체의 종자는 vector 대조군 및 anti-sense NtARF1 형질전환
체 담배의 종자보다 BFA에 영향을 더 적게 받는 것이 확인되었다.  
 
CaPP2C 형질전환체 담배와 NtARF1 형질전환체 담배의 유전자 발현양상 비
교 
CaPP2C 형질전환체 담배와 sense NtARF1 형질전환체 담배의 유전
자 발현양상을 비교한 결과, 두 종의 형질전환 식물체는 서로 다른 유전자 발
현양상을 보인다. CaPP2C 형질전환체 담배의 전사체 분석 결과에서, 
CaPP2C 의 과다발현으로 인하여 높은 수준으로 상향 조절되는 8개의 유전
자들을 선택하여 이들의 유전자 발현양상을 두 종의 형질전환 식물체에서 각
각 확인한 결과, CaPP2C 형질전환 식물체는 전사체 분석결과와 마찬가지로 
8개의 유전자 모두 vector 대조군과 비교하여 발현양이 높은 것을 확인 할 수 
있었다. Sense NtARF1 형질전환체 담배의 경우에는 1,4-dihydroxy-2-
naphthoic acid phytyltransferase으로 알려진 At1g60600, RHD SIX-
LIKE 1 (RSL1)으로 알려진 At5g37800, Kelch repeat superfamily 
protein으로 알려진 At5g51250, U-box protein인 At2g45135 유전자들
이 vector 대조군과 비교하여 sense NtARF1 형질전환체 담배에서 발현양




At5g43010, DnaJ-domain superfamily protein인 At5g03030 유전자는 
vector 대조군과 비교하여 sense NtARF1 형질전환체 담배에서 비슷한 수
준의 발현양을 보였으며 Embryonic flower 2 (EMF2)인 At5g51230 유전
자는 sense NtARF1 형질전환체 담배에서 발현이 되지 않았다. 결과적으로 
두 종의 형질전환 식물체는 각각의 유전자의 과다발현으로 인하여 서로 다른  


























그림 28. NtARF1 형질전환체 담배와 vector 대조군의 종자의 발아비율 비
교 분석. A) 모든 식물의 종자는 증류수, 4 μm BFA, 8 μm BFA, 12 μm 
BFA, 16 μm BFA의 조건에서 종자 발아 비율을 확인 하였으며 24, 28, 32, 
36, 48시간에서 각각의 종자들의 발아 비율을 확인 하였다. B) sense 
NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군, anti-sense NtARF1 형질전환체 
담배종자의 발아 비율을 비교한 결과. sense NtARF1 형질전환체 담배는 
vector 대조군, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배의 종자 발아비율과 
비교하여 통계적인 증가가 확인되었다. 한번의 실험에는 50개의 종자가 사용












표 5. CaPP2C와 NtARF1 형질전환체 담배에서의 유전자 발현 비교를 위한 
primer 서열 
 
Name  sequence (5'-3')  
NtARF1-F  TGATGCAGATTTGTTAT  
NtARF1-R  GGAGATGTTCATAACCA  
At1g60600-F  AACACCAAGCGCTAGCGAT  
At1g60600-R  AGTAGTAAATCTGGTTGGAAGC  
At5g37800-F  TTTATTGCCAGCCAGTTTAG  
At5g37800-R  CTCTGGTTCAACTATTGTAAA  
At5g51250-F  CTCTGGTTCAACTATTGTAAA  
At5g51250-R  GTGTATGCTTACAAGGAAGG  
At2g45135-F  TTCAAGAGTTATCCTAGGGTT  
At2g45135-R  GCGCATATCACTCCCGT  
At5g43010-F  GAATCCCTCTGCAAGTTTG  
At5g43010-R  CCATGCAGCTGGTATCGC  
At5g03030-F  AGGAACACGAGGTCTTGC  
At5g03030-R  AGGAACACGAGGTCTTGC  
At5g51230-F  CTAATCCAAGATGAGGCCC  




















그림 29. CaPP2C 형질전환체 담배와 NtARF1 형질전환체 담배에서의 유전
자 발현 양상 비교 결과. A) CaPP2C 형질전환체 담배의 전사체 분석결과에
서 상향조절되고 있는 8개의 유전자는, RT-PCR 분석 결과에서 대조군과 비
교하여 CaPP2C 형질전환체 line에서 발현양이 높은 것을 확인 하였다. B) 
NtARF1 형질전환체 담배의 sense line에서 NtARF1, At1g60600, 
At5g37800, At5g51250, At2g45135 유전자들은 대조군과 비교하여 발현
양이 높고 At5g43010, At5g03030 유전자는 대조군과 발현양이 비슷하다. 
At5g51230 유전자는 발현되지 않았다. RT-PCR 분석 결과에 사용된 








ARF는 진핵생물에서 vesicle trafficking에 중요한 역할을 하는 것으
로 잘 알려져 있다. Vesicle trafficking은 단백질 이동, 신호전달, 다양한 발
달 과정등에 반드시 필요한 과정이며(Yao and Xue, 2011) 식물에서 ARF의 
생리학적인 기능은 cell proliferation, epidermal cell polarity, 
endocytosis등을 조절하는 것으로 알려져 있다(Gebbie et al., 2005; Xu 
and Scheres, 2005; Naramoto et al., 2010). 최근에 고염, 건조, 저온 스트
레스등에 의하여 몇몇의 벼 ARF 유전자가 약하게 발현이 유도된 사실을 확
인 되었지만(Muthamilarasan et al., 2016) 아직까지 ARF와 비생물 스트레
스와의 연관성에 대한 연구는 거의 이루어지지 않았다. 본 연구에서 비생물 
스트레스에 의해 발현이 유도되는 CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1을 각각 과
다발현시킨 형질전환체 담배에서 ARF 유전자가 공통적으로 상향조절 되므
로 비생물 스트레스에서 ARF가 기능을 할 것이라 예상하여 담배에서 ARF 
유전자를 분리하였다. 담배에서 분리한 9개의 NtARF 유전자들은 ORF의 염
기서열이 높은 수준으로 유사성을 갖고 있었으며 이중 NtARF1이 CaPP2C 
형질전환체 담배에서 높은 수준으로 발현이 이루어 지는 것을 확인 하였고 
NtARF1의 전사물이 고온스트레스에 의해 직접적으로 발현이 유도 되었다. 
때문에 NtARF1이 비생물 스트레스에서 기능을 할 것이라 예상되어 
NtARF1을 과다발현 시킨 형질전환체 담배를 제작하였다. NtARF1 형질전
환체 담배는 vector 대조군과 비교하여 높은 수준으로 NtARF1을 발현하고 
있으며 NtARF1 형질전환체 담배는 CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1을 과다 
발현 시킨 3종의 형질전환체 담배와 비교하여 생장률에서 많은 차이를 보여




군 및 anti-sense NtARF1 형질전환체 담배와 비교하여 생체량의 뚜렷한 통
계적 증가가 이루어 졌으며, 성숙한 식물체들의 높이 비교에서도 통계적인 차
이를 보여주었다. 또한 sense NtARF1 형질전환체 담배는 vector 대조군 및 
anti-sense NtARF1 형질전환체 담배와 비교하여 각각의 식물체에서 발달
된 꽃의 개수에도 통계적 차이를 보여주었다. 결과적으로 NtARF1의 과다 발
현은 식물의 생장률을 증가시켜 같은 조건에서 생장한 대조군들보다 생체량 
및 식물의 높이에서 차이를 보이게 되고, NtARF1의 과다발현으로 식물의 꽃
의 발달이 영향을 받아 더 많은 꽃의 생성이 이루어 지는 것이라 예상된다. 식
물체 내에서 ARF 유전자는 식물의 대부분의 조직에서 발현되지만 뚜렷하게 
특정 조직에서 발현양의 차이를 보이지는 않는다. 기존에 보고된 식물에서의 
ARF의 기능중 애기장대의 anti-sense ARF 유전자를 과다발현시킨 형질전
환체 식물은 ARF에 의한 vesicle trafficking에 결함이 발생하여 세포분열, 
세포팽창, 셀룰로오스의 형성이 억제되어 식물 생장이 억제되는 부정적 영향
이 발생하였다(Gebbie et al., 2005). 옥수수 ARF인 ZmARF 유전자를 애기
장대에 과다발현시킨 형질전환 식물체는 식물의 생장률이 증가하고 종자의 
크기가 증가 하므로(Yuan et al., 2013; Wang et al., 2016), CaMV 35S 프
로모터를 이용한 NtARF1의 과다발현은 형질전환 식물체의 모든 조직에서 
NtARF1 유전자를 과다발현시키므로 NtARF1의 과다발현이 vesicle 
trafficking을 강화하여 식물의 생장에 긍정적 영향을 주어 대조군 식물체들
과 비교하여 높은 생장률을 보이는 것이라고 예상 된다. NtARF1의 과다발현
은 형질전환 식물체의 생장률의 변화에 의하여 비생물 스트레스에 대한 내성
증가에도 영향을 주었다. 1장에서 3종의 형질전환체 담배들은 비생물 스트레
스에서 vector 대조군과 비교하여 통계적인 차이가 확인되지 않았다. 하지만 




가진 sense NtARF1 형질전환체 담배는 vector 대조군, anti-sense 
NtARF1 형질전환체 담배와 비교하여 생체량의 통계적 증가가 확인되었다. 
또한 고염스트레스조건인 50 mM NaCl에서 sense NtARF1 형질전환체 담
배가 vector 대조군 및 anti-sense NtARF1 형질전환체 담배와 비교하여 
생체량과 뿌리 길이가 통계적으로 증가된 것이 측정 되었으며 이러한 차이는 
100 mM NaCl에서도 관찰 되었다. 하지만 200 mM NaCl에서는 모든 식물
의 성장이 저해되어 sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군, anti-
sense NtARF1 형질전환체 담배간의 통계적 차이를 찾을 수 없었다. 결과적
으로 NtARF1의 과다발현이 sense NtARF1 형질전환체 담배의 생장률 증가
에 영향을 주어 고온, 건조, 저온, 고염스트레스에서 대조군 식물체와 비교하
여 NtARF1 형질전환 식물체의 생체량 증가로 이어진 것이 확인 되었다.  
NtARF1의 과다발현은 식물체의 생장률의 증가와 함께 종자 발아에 
영향을 주는 것이 확인 되었다. 일반 생장 조건에서 sense NtARF1 형질전환
체 담배의 종자가 vector 대조군 및 anti-sense NtARF1 형질전환체 담배
의 종자와 비교하여 종자의 발아의 속도가 차이나는 것이 관찰되었다. 이러한 
현상은 ARF의 활성을 억제하는 BFA를 처리하였을 경우에도 관찰 되었다. 
BFA에 의해서 ARF의 활성이 억제되면, 모든 종자들의 발아 비율이 전체적
으로 감소하였지만 vector 대조군과 anti-sense NtARF1 형질전환체 담배
의 종자는 sense NtARF1 형질전환체 담배의 종자와 비교하여 더 심각하게 
영향을 받는 것이 확인되었다. 예를 들어 4 µM BFA에서 종자들을 32시간 배
양 후 sense NtARF1 형질전환체 담배, vector 대조군, anti-sense 
NtARF1 형질전환체 담배의 종자 발아 비율은 66.9%, 38.0%, 35.8%이므로 
각각 BFA가 없는 조건보다 16%, 36%, 33%의 감소가 확인되었다. 8 µM 




조군, anti-sense NtARF1 형질전환체 담배의 종자 발아 비율은 각각 
70.0%, 46.0%, 45.5%이므로 BFA가 없는 조건보다 29%, 51%, 49% 감소
하였고 더 높은 농도의 BFA조건에서는 모든 식물체의 종자 발아가 모두 급
격히 감소한 것이 확인 되었다(그림 28A). 이 결과를 통하여 ARF의 활성을 
억제하였을 경우 종자 발아가 원활히 이루어지지 않는 것을 확인 할 수 있었
다. 하지만 NtARF1의 과다발현으로 인하여 종자 발아비율의 감소가 둔화되
므로 NtARF1이 종자 발아에 영향을 주는 것을 확인 할 수 있었다.  
본 연구에서 다양한 비생물 스트레스에 발현이 유도되는 CaPP2C, 
CaMAPK1, CaBI-1을 과다발현시킨 형질전환체 담배는  비생물 스트레스에 
내성을 보이지 않았다. 하지만 3종의 형질전환 식물체에서 공통적으로 상향
조절되는 NtARF1을 과다발현시킨 NtARF1 형질전환 식물체는, 생장률의 
증가와 함께 생장률의 증가에 의해 비생물 스트레스에 내성이 증가하였고 빠
른 종자 발아율을 보였다. 3개 유전자는 비생물 스트레스에서 강하게 발현이 
유도되며 3종의 형질전환체 담배 또한 NtARF1을 높은 수준으로 상향조절한
다. 하지만 단독으로 NtARF1을 과다발현시킨 형질전환체 담배와 비교하여 
생장률에는 서로 큰 차이를 보였다. 식물에서 비생물 스트레스에 의해 발현이 
유도되는 유전자를 분석한 결과에서 애기장대에 저온, 건조, 고염 스트레스를 
각각 가한 결과 대부분의 스트레스는 각각의 스트레스에 특이적인 유전자들
의 발현이 대부분 이루어 졌다(Seki et al., 2002). 이는 애기장대 뿐만 아니
라 다른 식물에서도 확인 되었다. 옥수수에 고염, 건조, 고온, 저온의 스트레
스를 가하였을 때 4개의 스트레스조건에서 대부분의 유전자들은 특정 스트레
스 조건에서만 발현이 유도 되지만 그 중에서 소수의 유전자들은 공통적으로 
상향 조절되는 것이 확인 되었고, 여기에는 비생물 스트레스에 기능을 갖는 




2017). 이렇게 다양한 스트레스에 의해 공통적으로 발현이 유도되는 유전자
들은 비생물 스트레스에 대한 반응과정에서 중요한 역할을 하기 때문에 일부 
신호전달 과정을 서로 공유 하여 다양한 스트레스 조건에서 공통적으로 발현
이 유도되는 것이라 예상 된다. 본 연구에서 CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1 
역시 다양한 비생물 스트레스에 발현이 유도되므로 이들 역시 식물체 내에서 
신호전달에 중요한 공통 구성요소로 작용 할 것이라 예상 되며 이들의 공통 
하위 유전자인 NtARF1은 여러 비생물 스트레스 신호전달의  공통 구성요소
인 CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1의 하위 조절자로서 기능하는 것이라 예상
된다. CaPP2C, CaMPK1, CaBI-1는 다양한 비생물 스트레스에 의해 발현
이 유도되어 다양한 하위 유전자의 발현을 조절하지만, 이들의 과다발현에 의
한 광범위한 유전자들의 발현은 식물의 신호전달에서 혼란을 야기하여 부정
적 영향으로 인하여 식물의 생장률 및 비생물 스트레스에 내성을 갖지 못하는 
것이라 예상한다. 하지만 CaPP2C, CaMPK1, CaBI-1의 하위유전자인 
NtARF1은 CaPP2C, CaMPK1, CaBI-1의 신호전달 과정에서 공통적인 하
위 조절자로서 기능하여 NtARF1의 과다 발현으로 인하여 식물의 생장에 영
향을 주는 유전자의 발현이나 호르몬이 조절되어 대조군 식물체와 비교하여 
높은 생장률을 보이고 높은 생장률은 비생물 스트레스에서의 내성증가에 도
움이 되는 것으로 예상된다. 때문에 CaPP2C, CaMPK1, CaBI-1의 형질전
환체 담배가 NtARF1을 높은 수준으로 발현하고 있어도 단독으로 NtARF1
을 과다발현 시킨 형질전환체 담배와 식물체 내에서 조절되는 유전자 발현양
상에 차이를 보여, 이러한 차이가 형질전환 식물체의 생장률 차이에 영향을 
주는 것이라 예상된다. CaPP2C 형질전환체 담배의 전사체 분석결과에서 높
은 수준으로 상향조절된 8개 유전자들의 발현양상을 CaPP2C 형질전환체 담




결과(그림 29), 동일한 조건에서 sense NtARF1 형질전환체 담배는 
CaPP2C 형질전환체 담배와 비교하여 각각의 유전자의 발현 양상에 차이를 
보이는 것을 확인 할 수 있었다. 두 종의 형질전환 식물체에서 모두 vector 대
조군과 비교하여 발현이 높게 되는 유전자중에 하나인 At1g60600는 1,4-
dihydroxy-2-naphthoic acid phytyltransferase으로 알려져 있으며 
phylloquinone을 생합성하는 enzyme으로 알려져 있고 애기장대에서 해당 
유전자가 기능하지 못하는 돌연변이 식물체는 식물의 생장저하와 dwarfish 
표현형을 보이는 것으로 알려져 있다(Shimada et al., 2005). At5g37800 
유전자에 해당되는 RHD SIX-LIKE 1 (RSL1)은 애기장대에서 뿌리 발달을 
조절하여 RSL1의 발현으로 뿌리털의 신장이 조절된다고 알려져 있다(Yi et 
al., 2010). At5g51250은 kelch repeat superfamily protein으로 알려져 
있으며, 이 kelch repeat domain을 포함하는 F-box protein은 E3 
ubiquitin ligase complex의 subunit중에 하나이다 (Sun et al., 2007). 
Kelch repeat F-box (KFB) protein은 세포벽을 구성하는 lignin의 생합성
을 조절하는 효소의 활성을 조절하는 것으로 알려져 있다(Zhang et al., 
2013). At2g45135 유전자에 해당되는 U-box protein은 식물의 발달 및 
호르몬 반응에 관여 하는 것으로 알려져 있다. 이처럼 두 종의 형질전환 식물
체에서 모두 발현이 높게 조절되는 유전자들은 식물의 생장에 긍정적으로 관
련된 유전자인 것을 확인 할 수 있었다. 반면에 두 종의 형질전환 식물체에서 
발현양상이 차이가 나는 유전자중에 하나인 At5g43010에 해당되는 
Regulatory particle triple-A ATPase 4a (RPT4a)는 AAA ATPase 
family로 19S regulatory complex (RP)의 subunit으로 유비퀴틴화 된 기
질을 인지하는 것으로 알려져 있다(Fu et al., 1999; Shibahara et al., 




하여 protein degradation을 유도하게 된다. 벼의 RPT4인 OsRPT4는 벼의 
뿌리 발달에 영향을 주는 OsRAA1과의 상호작용을 통해 OsRAA1의 
protein degradation을 조절하는 것으로 보고되었다 (Han et al., 2008). 
OsRAA1은 빠르게 성장하는 meristem에서 많이 발현되어 뿌리 발달에 중요
한 역할을 하지만 이들의 과다 발현은 오히려 OsRPT4와의 interaction을 통
한 protein degradation이 정확히 이루어 지지 않아 root cell division에서 
metaphase의 arrest로 이어져 오히려 primary root에 생장을 감소시켰다. 
때문에 CaPP2C 형질전환체 담배에서는 RPT4a의 높은 발현이 OsRAA1같
은 단백질의 기능을 억제하여 식물의 생장에 부정적인 영향을 주게 된다고 생
각된다. At5g03030 유전자는 DnaJ-domain superfamily protein으로 알
려져 있으며 DnaJ-domain protein은 Hsp40s로 알려져 있다. Hsp40s는 
molecular chaperone인 HsP70s과 함께 protein folding, misfolded 
protein의 degradation 및 protein translocation등에 관여하는 것으로 알려
져 있다(Craig et al., 2006). 담배에서 DnaJ protein은 tobacco mosaic 
virus (TMV)의 movement protein과 상호작용하는 것으로 알려져 있다
(Shimizu et al., 2009). TMV는 viral movement protein (MP)을 활용하
여 세포간 이동이 이루어 지는데 이 viral MP는 다양한 host factor들을 이용
하게 되며 tobacco DnaJ-like protein (NtMPIP1)이 TMV MP와 상호작용
하여 TMV MP의 folding등을 돕는 것으로 알려져 있다. NtMPIP1의 기능을 
억제한 식물체는 TMV의 감염 후 식물체내에서 다른 조직으로의 TMV의 확
산 속도가 저하되는 것을 확인 할 수 있었다. 때문에 식물체 내에서 중요한 기
능을 담당하지만 CaPP2C 형질전환체 담배에서 At5g03030 유전자의 높은 
발현이 오히려 식물의 생장에 부정적인 영향을 줄 가능성이 있다고 예상된다. 




져 있으며 Polycomb group (PcG) protein을 encoding하는 EMF2는 
histone modification을 통해 gene silencing을 조절하는 것으로 잘 알려져 
있다. 식물에서 EMF2는 광합성, 종자 발달, 호르몬 및 스트레스 관련 유전자
들을 조절하는 것으로 알려져 있다(Kim et al., 2010). 애기장대의 emf 
mutant에서는 개화에 필요한 유전자들의 발현이 상향 조절되며 ABA 신호전
달에 관여한 유전자들의 발현 또한 상향 조절 되므로 ABA 신호전달에 EMF
가 영향을 주는 것이 확인되었다. 또한 여러 비생물 스트레스에 반응 하는 유
전자들의 발현이 emf mutant에서 상향 조절되므로 EMF는 일반적인 상황에
서 epigenetic regulation을 통하여 스트레스가 식물에 가해지기 전까지 스
트레스 반응 유전자들의 활성을 억제하여 여러 유전자의 발현을 조절하는 것
으로 알려져 있다. 때문에 CaPP2C 형질전환체 담배에서 EMF2의 발현이 
vector 대조군에 비해 높기 때문에 오히려 비생물 스트레스조건에서 필요한 
유전자들의 발현이 원활이 이루어 지지 않기 때문에 CaPP2C 형질전환체 담
배에서는 비생물 스트레스에 대한 내성을 보이지 않는 것이라 예상된다. 위의 
몇몇의 유전자들의 발현을 두 종의 형질전환체 식물에서 비교한 결과에서 서
로 다른 유전자 발현 양상을 보이므로 더 많은 유전자들의 발현양상을 비교한
다면 더 큰 차이를 보일 가능성이 있을 것이라 예상된다. 그러므로 3종의 형
질전환체 담배와 NtARF1 형질전환체 담배가 식물체내에서 각각 조절하는 
하위유전자는 큰 차이를 보일 것이라 예상 할 수 있다. NtARF1은 다양한 비
생물 스트레스에 발현이 유도되는 CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1의 하위 유
전자로서 기능하여 식물의 생장에 관여하는 유전자들의 발현을 조절 하여 식
물의 생장과 발달에 영향을 주어 대조군 식물체와 비교하여 생장률의 증가가 









ADP ribosylation factors (ARFs)는 Ras superfamily에 속하는 
small GTP binding protein으로서 다양한 진핵생물에서 잘 보존 되어 있는 
것으로 알려져 있다(D’Souza-Schorey and Chavrier, 2006). ARF는 
intracellular vesicle trafficking에 중요한 역할을 하는 것으로 잘 알려져 
있으며 vesicle trafficking은 단백질 이동, 신호전달, 다양한 발달 과정 등에 
반드시 필요하다(Yao and Xue, 2011). 21 kD의 작은 크기를 갖고 있는 
ARF는 두 개의 switch region과 단백질의 N-말단에 미리스토일화 되어 
세포막과 연계하여 작용을 하는 것으로 알려져 있으며, ARF의 기능은 GTP 
결합 활성화 상태와 GDP 결합 비활성화 상태를 오가며 조절된다. GEF 
(guanine nucleotide exchange factor)에 의하여 ARF는 GDP와 GTP의 
교환이 이루어지게 되고 GTP– 결합 활성화 상태의 ARF는 COPI complex, 
clathrin adaptor protein 복합체, phospholipase D 등의 다양한 effector 
protein들과 상호작용하여 기능을 하는 것으로 알려져 있다(Lee et al., 
2005; Shin and Nakayama, 2004; Nakai et al., 2013). 식물에서 ARF의 
생리학적 기능은 세포 증식, epidermal cell polarity, endocytosis등을 
조절하는 것으로 알려져 있다(Gebbie et al., 2005; Xu and Scheres, 2005; 
Naramoto et al., 2010). Human에서 ARF의 분류는 아미노산 서열에 의해 
크게 2개의 그룹인 ARF와 ARL (ADP-ribosylation factor-like 




ARF는 다시 3개의 Class으로 나뉘게 된다(Vernoud et al., 2003; 
Yorimitsu et al., 2014). Class 1과 Class2의 ARF는 골지체에 위치하여 
vesicle trafficking에 관여 하는 것으로 알려져 있다. Class 1 ARF는 
GEF에 의하여 GTP 결합 활성화 상태로 N-말단에 미리스토일화에 의하여 
membrane에 결합한뒤 cargo 분자의 vesicle trafficking을 위해 
세포질에서 외피단백질을 recruit하여 COPI 복합체와 결합하고 coat 
protein의 polymerization에 의하여 vesicle이 형성되면 ARF는 GAP에 
의하여 GTP의 가수분해가 이루어져 ARF-GDP형태로 전환되어 막에서 
떨어져 나오게 된다. Class 3 ARF는 endocytosis에 관여하는 것으로 
알려져 있으며 ARF가 활성화 시킨 phospholipase D (PLD)는 plasma 
membrane에서 지질 이중층 막을 형성하는 phosphatidyl choline (PC)를 
hydrolysis하여 phosphatidic acid (PA)를 생성한다. PA는 vesicle을 
형성하는데 필요한 분자들을 recruit하며 외피 단백질에 의하여 vesicle이 
형성되어 endocytosis가 이루어 지게 된다(Liscovitch et al., 2000). 
ARL은 ARF와 비교하여 아직 그 기능이 불분명한 것으로 알려져 있다.  
작물의 품종 개량은 오래전부터 지속된 농업 활동으로 동일한 종류의 
작물이라도 각각의 개체는 형태적 또는 생리적으로 차이가 존재하므로, 좀더 
우수한 작물의 획득을 위하여 많은 작물들의 품종 개량이 지속되어 왔다. 
작물은 중요한 식량자원으로서 품종 개량을 통해 작물의 질의 향상과 생산성, 
효율성등의 증가를 목표로 수행 되어 왔다. 우수한 형질을 보이는 작물간의 
교배에 의한 품종 개량 방식은 많은 주요 작물들의 품종 개량에 이용되어 
왔다(Xiong et al., 2015). 하지만 이 방식에는 많은 노력과 시간이 필요로 
하므로 극심한 기후 변화에 따른 작물 생산성의 감소는 좀더 효율 적인 품종 




있다. 때문에 작물의 품질 개량에 의한 유전적인 변화에 대한 분석은 
앞으로의 효율적인 품종개량에 도움이 될 것이다. 본 연구에서 담배의 
ARF유전자중 하나인 NtARF1 유전자가 비생물 스트레스에 대한 내성 
증가에 긍정적 영향을 주므로 다양한 식물들에서 ARF의 기능을 
유추해보고자 전체 유전체의 염기서열이 분석된 주요 작물과 야생 식물종의 
유전체 데이터베이스를 활용하여 각각의 식물에서 ARF를 분리하여 

























재료 및 방법 
아미노산 서열 분석과 비교  
아미노산 서열의 Multiple sequence alignment는 Bioedit 
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)에 의해 수행되었으며 
아미노산 서열의 비교분석에는 National Center for Biotechnology 
Information platform (NCBI)의 BLASTP가 이용되었다.  
 
작물과 야생식물의 database를 이용한 ARF family protein 분리 및 계통학적 
분류 
야생식물과 작물들에서ARF family protein의 정보를 얻기 위하여 
해당되는 식물종의 database를 활용하였다. 작물과 야생식물의 선택 기준은 
전체 유전체 분석이 수행되었고 유전자의 annotation이 많이 이루어진 많은 
개량이 이루어진 작물들과 이들과 계통 분류학적 관련이 있는 야생식물들을 
선택하였다. 선택된 식물종들은 다음과 같다. Glycine max, Nicotiana 
tabacum (cultivar TN90), Oryza sativa, Solanum lycopersicum, 
Solanum tuberosum, Zea mays는 활발히 개량이 이루어진 작물들에 
속하고 Arabidopsis thaliana, Brachypodium distachyon, Medicago 
truncatula, Nicotiana benthamiana, Setaria italica는 model 또는 야생 
식물 종에 속한다. A. thaliana의 database (TAIR10, 
https://www.arabidopsis.org)와 그 외의 식물 종의 database (Phytozome, 




http://solgenomics.net)에서 BLASTP와 TBLASTN를 활용하여 식물 종 
내에서 ARF로 예상되는 모든 ARF family protein를 선별하였으며 이때 e-
value는 1e−5이다. 각각의 식물 종에서 추출한ARF의 아미노산 서열의 
비교는 Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)에 의해 
수행되었으며 Clustal W을 통해 분석된 아미노산 서열을 활용하여 MEGA 
6.0 (Tamura et al., 2013)을 이용한 maximum likelihood 
방식(Felsenstein, 1981)으로 계통수를 제작하였다. 그리고 branch의 


























야생식물과 작물들에서의 ARF gene family의 식별 및 계통수를 이용한 분류 
 
ARF의 유전체 정보는 주요 작물, 그리고 이들과 계통 발생적으로 
연관이 있는 야생 식물들의 각각의 database를 활용하여 정보를 얻을 수 
있었다. Major 작물에는 벼(O. sativa), 콩(G. max), 옥수수 (Z. mays), 
감자 (S. tuberosum), 토마토(S. lycopersicum), 담배(N. tabacum)를 
선택하였고 이들과 함께 야생 식물종인 A. thaliana, B. distachyon, M. 
truncatula, S. italic, N. benthamiana, M. guttatus의 database에서 
애기장대의 ARF인 At1g70490과 55% 이상의 유사성을 보이는 ARF 
단백질들을 선별하였으며 그 결과 총 270개의 ARF를 식물 종들에서 선별 할 
수 있었다. 270개의 ARF의 아미노산 서열을 이용하여 계통발생학적 분류를 
통해 4개의 class로 분류하였고, 본 연구에서 분리한 9개의 담배 ARF 모두 
Class1에 포함되는 것이 확인되었다(그림 30). Class 1에 포함된 ARF 
family protein는 야생식물이 43, 작물이 78개이며 (그림 31), Class 2에 
포함된 ARF family protein는 야생식물이 15, 작물이 6개이며(그림 32), 
Class 3에 포함된 ARF family protein는 야생식물이 33, 작물이 
41개이며(그림 33), Class 4에 포함된 ARF family protein는 야생식물이 
22, 작물이 32개이다(그림 34). Class 1에 포함된 ARF들은 GTP-binding 
motif에 의해 구성된 4개의 domain과 GEF Sec7 interaction domain 
(switch 1 and 2), GAP interaction domain (effector region)과 함께 N-










그림 30. 야생 식물과 작물들의 ARF family protein의 unrooted 계통수. 
ARF family protein에 대한 정보는 A. thaliana, B. distachyon, M. 




mays, N. tabacum cv TN90, W38, S. tuberosum, S. lycopersicum의 
database를 이용하였으며 이들의 아미노산 서열은 Clustal W을 이용하여 분
석하였고, 분석된 아미노산 서열을 활용하여 MEGA 6.0 을 이용한 
maximum likelihood 방식으로 계통수를 제작하였다. 계통수 분석 결과에서 
크게 4개의 그룹이 형성되어 Class 1에서 4로 표시하였다. 계통수 주변에는 





























그림 31. 야생 식물과 작물들의 ARF family protein의 unrooted 계통수에서











그림 32. 야생 식물과 작물들의 ARF family protein의 unrooted 계통수에서


















그림 33. 야생 식물과 작물들의 ARF family protein의 unrooted 계통수에서














그림 34. 야생 식물과 작물들의 ARF family protein의 unrooted 계통수에서











그림 35. 야생식물 및 작물들에서 선별된 대표 ARF의 아미노산 서열 분석 결
과. Myristoylation site는 star로 표시하였고 GTP-binding motif에 의해 
구성된 4개의 domain (G1–G4), 두 개의 GEF Sec7 interaction domain 
(switch 1 and 2), 한 개의 GAP interaction domain (effector region)은 
선으로 표시하였다. A) Class 1에 포함되는 ARF들의 아미노산 서열 분석 결
과. B) Class 2에 포함되는 ARF들의 아미노산 서열 분석 결과. C) Class 3
에 포함되는 ARF들의 아미노산 서열 분석 결과. D) Class 4에 포함되는 


















































그림 36. 야생식물 및 작물들의 ARF 아미노산 서열 분석 결과. 
Myristoylation site는 star로 표시하였고 GTP-binding motif에 의해 구성
된 4개의 domain (G1–G4), 두 개의 GEF Sec7 interaction domain 
(switch 1 and 2), 한 개의 GAP interaction domain (effector region)은 
선으로 표시하였다. A) Class 1에 포함되는 ARF들의 아미노산 서열 분석 결
과. B) Class 2에 포함되는 ARF들의 아미노산 서열 분석 결과. C) Class 3
에 포함되는 ARF들의 아미노산 서열 분석 결과. D) Class 4에 포함되는 





















GTP-binding motif에 의해 구성된 3개의 domain과 N-말단에 미리스토일
화 site가 존재하지만 GEF Sec7 interaction domain (switch 1 and 2)과 
GAP interaction domain는 존재하지 않는 것을 알 수 있었다(그림 35, 36). 
 
야생식물과 작물들에서의 ARF gene family의 비교 
ARF member는 A. thaliana, B. distachyon, M. trancatula, S. 
italica, N. benthamiana, M. guttatus에서 각각 19, 20, 17, 26, 18, 13개의 
ARF family protein을 갖고 있으며 O. sativa, G. max, Z. mays, N. 
tabacum cv TN90, S. tuberosum, S. lycopersicum에서는 각각 23, 35, 
41, 23, 20, 15개의 ARF family protein을 갖고 있었다(표 6). 
계통발생학적 분류를 통해 4개의 class로 분류한 ARF family protein은, 
43개의 Class 1 ARF가 야생 식물종에 존재하였고 73개의 Class 1 ARF가 
작물들에 존재하였다. 나머지 Class2, 3, 4에 포함된 ARF는 야생 식물종이 
70개, 작물종이 79개였다.  
ARF family protein을 비교한 것과 마찬가지로 야생 식물과 
작물들에서 ARF family gene transcript을 비교하였을 때 57개의 야생 
식물의 ARF transcript가 Class 1에 포함되었고 131개의 작물의 ARF 
transcript가 Class 1에 포함되었다. 나머지 Class2, 3, 4에 포함되는 ARF 
transcript의 수는 야생 식물종이 74개, 작물들이 89개 존재하는 것이 
확인되어 이 결과에서 Class 1 ARF가 작물 종에서 높은 비율을 갖고 있는 
것이 확인 되었고 또한 Class 1 ARF는 다른 Class와는 다르게 전사물의 
양이 증가한 것이 확인 되었으며 이러한 현상은 야생 식물과 비교하였을 때 








표 6. 계통수 분석에 의하여 분리된 야생식물과 작물들의 ARF family protein과 ARF family gene transcript의 비교 
 
Proteins Proteins Transcripts Proteins Transcripts Proteins Transcripts Proteins Transcripts
Arabidopsis thaliana 7(36.84%) 12(46%) 4(21%) 4(15.3%) 4(21%) 6(23%) 4(21%) 4(15.3%) 19 26
Brachypodium distachyon 5(25%) 5(25%) 1(5%) 1(5%) 9(45%) 9(45%) 5(25%) 5(25%) 20 20
Medicago truncatula 10(58.8%) 10(58.8%) 3(17.6%) 3(17.6%) 1(5.8%) 1(5.8%) 3(17.6%) 3(17.6%) 17 17
Setaria italica 11(42.3%) 16(51.6%) 3(11.5%) 3(9.6%) 9(34.6%) 9(29%) 3(11.5%) 3(9.6%) 26 31
Nicotiana benthamiana 2(11.1%) 2(10.5%) 2(11.1%) 2(10.5%) 7(38.8%) 7(36.8%) 7(38.8%) 8(42.1%) 18 19
Mimulus guttatus 8(61.5%) 12(66.6%) 2(15.3%) 2(11%) 3(23%) 4(22.2%) 0(0%) 0(0%) 13 18
Wild type plants 43(38%) 57(43.51%) 15(13.27%) 15(11.45%) 33(29.2%) 36(27.48%) 22(19.46%) 23(17.55%) 113 131
Oryza sativa 9(39%) 15(51.7%) 1(4.3%) 1(3.4%) 10(43.4%) 10(34.3%) 3(13%) 3(10.3%) 23 29
Glycine max 19(54.2%) 39(65%) 3(8.5%) 3(5%) 8(22.8%) 13(21.6%) 5(14.2%) 5(8.3%) 35 60
Zea mays 23(56%) 27(58.6%) 0(0%) 0(0%) 12(29%) 13(28.2%) 6(14.6%) 6(13%) 41 46
Nicotiana tabacum (TN90) 9(39%) 19(51.3%) 1(4.34%) 2(5.4%) 4(17.3%) 5(13.5%) 9(39.1%) 11(29.7%) 23 37
Solanum tuberosum 11(55%) 24(72.7%) 0(0%) 0(0%) 4(20%) 4(12.1%) 5(25%) 5(15.1%) 20 33
Solanum lycopersicum 7(46.6%) 7(46.6%) 1(6.6%) 1(6.6%) 3(20%) 3(20%) 4(26.6%) 4(26.6%) 15 15
Crop plants 78(49.68%) 131(59.54%) 6(3.82%) 7(3.18%) 41(26.11%) 48(21.81%) 32(20.38%) 34(15.45%) 157 220
Total
Transcripts















그림 37. 야생식물과 작물들의 ARF family protein과 ARF family gene 
transcript의 비교결과. Class 1 ARF protein 및 ARF transcript는 야생 식
물 및 작물에서 모두 다른 class보다 많이 존재 한다. 특히 작물에는 야생 식




















표 7. 야생식물과 작물들의 배수성, coding gene, genome size, 염색체 개수 






Arabidopsis thaliana  diploid  27,416  135 Mbp  5  
Mimulus guttatus  diploid  26,718  about 
430 Mbp  14  
Brachypodium distachyon  diploid  26,552  355 Mbp  5  
Oryza sativa  diploid  35,679  about 
400Mbp  12  
Medicago truncatula  diploid  44,115  374 Mbp  8  




Setaria italica  diploid  35,471  490 Mbp  9  
Zea mays  diploid  39,469  2.4GB  10  
Nicotiana benthamiana  diploid  N/A  N/A  19  
Nicotiana tabacum (TN90)  allotetraploid  N/A  N/A  12  

















ARF는 yeast, mammalian 그리고 여러 종의 식물들에 높은 수준으로 
보존되어 있으며, human에서는 ARF와 ARL로 크게 분류되있고 ARF는 3개
의 Class로 분류된다(D’Souza-Schorey and Chavrier, 2006; Nakai et 
al., 2013). 본 연구에서 12종의 야생 식물 및 작물들의 public database에서 
270개의 ARF를 선별한 뒤, 계통학적 분류법을 활용하여 4개의 class로 분류
하였다. 분류한 Class 1과 Class 2에는 ARF로 명명된 ARF family protein
들이 포함되었으며 본 연구에서 분리한 9개의 NtARF는 Class 1에 포함이 
되었다. Class 3와 Class 4에는 ARL로 명명 된 ARF family protein들이 포
함되었다. Human의 ARF Class 1, 2는 본 연구 결과에서 분류한 Class 1에 
포함 되었고 human ARF Class 3는 본 연구결과에서 분류한 Class 2와 유
사성이 높았다. 나머지 human ARL들은 Class 3와 4에 포함 되는 것이 확인 
되었다. 계통학적 분류에 의해 4개의 class로 분류된 ARF의 분류는 최근에 
보고된 애기장대, 벼, 조의 ARF들을 분류한 결과와 매우 흡사하였다
(Muthamilarasan et al., 2016).  
계통학적 분류를 통해 얻은 결과에서 4개의 class 중 Class 1에 가장 
많은 수의 ARF family protein들이 포함되며 이것은 다른 class와 비교하여 
뚜렷한 차이를 보여주었다. 또한 야생 식물들에서 보다 작물에서 이러한 현상
이 더 분명하였고, 야생 식물과 작물들의 차이는 ARF family gene 
transcript의 수를 비교하였을 때 더욱더 분명해 졌다. 작물에서 ARF family 
gene transcript 수의 증가는 대부분이 5’UTR 또는 3’ UTR의 차이에 의




transcript 중에 88.6%인 116개의 ARF transcript는 5’ UTR 또는 3’ 
UTR이 차이가 있지만 동일한 단백질을 coding하였고 나머지 15개의 ARF 
transcript은 서로 다른 ORF를 갖지만 동일한 단백질을 coding하는 경우였
다. 몇몇 야생 식물과 작물은 상당히 차이가 있지만 그래도 여전히 계통 발생
적으로 관련이 있다. B. distachyon 와 O. sativa, M. truncatula 와 G. max, 
S. italica 와 Z. mays, N. benthamiana 와 N. tabacum cv. TN90, M. 
guttatus 와 S. tuberosum를 비교하였을 때 작물에서 전체적으로 유전자 수
의 증가를 확인 할 수 있다. 예를 들어 B. distachyon에는 26,500개의 유전
자가 O. sativa에는 35,700개의 유전자가 존재하며 M. truncatula에는 
44,100개의 유전자가 G. max에는 54,200개의 유전자가 존재하고 S. italica 
과 Z. mays에는 각각 35,500개와 39,500의 유전자가 존재한다(표 7). 각각
의 작물들의 야생식물들 보다 증가된 유전자수를 고려하더라도, Class 1 
ARF들은 작물에서 78개가 존재하고 야생식물들에서 43개가 존재하며, 
Class 1 ARF 전사물은 작물에서 131개가 존재하고 야생식물들에서 57개가 
존재 하므로, 작물에서 Class 1 ARF의 뚜렷한 증가를 확인 할 수 있으며 이
러한 현상은 다른 class들보다 Class 1에서 많이 집중 되었다. 이러한 결과는 
야생 식물들과 비교하여 작물의 유전자 수 증가에 의해 Class 1 ARF가 작물
에서 증가하였다면 다른 class 역시 작물에서 비슷한 증가를 보였어야 된다고 
예상 한다. 하지만 Class 1 ARF 만이 작물에서 뚜렷한 증가를 보이고 다른 
class에서 확인 되지 않으므로 이러한 현상이 작물의 생산성을 증가시키기 위
한 품종 개량과정에서 발생되는 현상이라고 생각된다. 여러 작물들은 작물의 
질과 생산성을 높이기 위한 방식으로 많은 품종 개량이 이루어져 왔다. 더 우
수한 형질을 갖는 식물을 교배하여 얻는 품종 개량은 가장 전통적인 방식으로 




들의 식물체 내에서 유전적 변화가 발생하여 작물 식물체내의 특정 유전자의 
축적이 발생했을 것이라 추측한다. 그 예로, 많은 수의 Class 1 ARF family 
protein과 ARF family transcript가 주요 작물들에서 축적되었다고 예상한
다. 우수한 품종 개량과정에서 축적된 ARF를 분자생물학적 방식을 이용하여 
직접적으로 식물의 품종 개량에 이용한다면 기존의 방식과 비교하여 좀더 효




























식물은 다양한 비생물 스트레스에 노출되어 생존해야 된다. 비생물 스
트레스는 식물의 생장과 발달뿐만 아니라 작물의 질과 생산성에 부정적인 영
향을 미치게 된다. 그렇기 때문에 비생물 스트레스에 저항을 갖는 작물을 개
발하기 위하여, 비생물 스트레스에서 식물체내에 일어나는 유전자 수준의 반
응을 연구하는 것은 매우 중요하다. 비생물 스트레스에서는 다양한 유전자의 
발현이 유도되고 CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1 또한 다양한 비생물 스트레
스에 의해 발현이 유도되는 유전자이다. 다양한 비생물 스트레스 조건하에 3
개의 유전자가 강하게 발현이 유도되어 비생물 스트레스에 기능을 가질 것이
라 예측 하였지만 3개의 유전자를 과다발현 시킨 각각의 형질전환 식물체들
은 비생물 스트레스에 내성을 보이지 않았다. 3종의 형질전환 식물체의 전사
체 분석결과에서, 이들 유전자들에 의해 발현이 상향조절된 다양한 하위유전
자중에 공통적으로 상향조절이 되는 NtARF1을 확인 할 수 있었고, NtARF1
은 고온 스트레스에서 직접적으로 발현이 유도되는 것을 확인 하였다. 
NtARF1을 과다발현 시킨 형질전환체 담배는 대조군 식물체와 비교하여 일
반적인 생장 환경에서 형태적 차이를 보이며 생체량 비교결과에서도 대조군 
식물체와 비교하여 뚜렷한 통계적 증가를 보였다. CaPP2C, CaMAPK1, 
CaBI-1 형질전환 식물체의 비생물 스트레스 내성 결과와는 다르게 동일한 
조건의 고온, 건조, 저온, 고염스트레스에서 NtARF1 형질전환체 담배는 대
조군 식물체보다 증가된 생장률에 의해 비생물 스트레스 내성의 증가를 확인 
할 수 있었다. 또한 NtARF1의 과다발현은 형질전환 식물체의 종자들을 빠르
게 발아시키는 것을 확인 할 수 있었다. NtARF1은 다양한 비생물 스트레스
에 반응 하는CaPP2C, CaMAPK1, CaBI-1의 공통 하위 유전자로서, 식물의 




장률을 보이고 이를 바탕으로 비생물 스트레스에 대한 내성도 향상 된다고 예
상한다. 또한 유전체 분석이 완료된 주요 작물과 야생식물들에서의 ARF를 분
류한 결과, 분류한 4개의 class중 NtARF1이 포함되는 Class1 ARF는 다른 
class와 비교하여 야생식물과 작물들에서 더 많이 존재 하였으며, Class 1 
ARF는 다른 class와는 다르게 ARF family transcript 양이 증가한 것이 확
인 되었으며, 이러한 현상은 야생 식물과 비교하였을 때 작물들에서 더 뚜렷
하게 나타났다. 이 결과에서 작물의 질과 생산성을 증가시키기 위한 품종 개
량에서, Class 1 ARF가 작물의 품질개량에 중요한 역할을 하여 야생 식물들
과 비교하여 더 많은 수의 Class 1 ARF가 작물에 존재하는 것이라 예상된다. 
그러므로 Class 1에 포함되는 NtARF1은 다양한 비생물 스트레스에 대한 내
성 증가에 기능을 하므로 NtARF1을 활용하면 기존의 품종 개량 방식보다 효
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Abiotic stresses such as high temperature, drought, cold, 
and high salinity adversely affects plant growth and development and 
significantly reduce the productivity of cultivated crops. Damage 
caused by abiotic stresses further expected to increase by global 
climatic changes. Therefore, studying the gene-level response of 
plants to abiotic stresses is critical to develop the abiotic stesses 
tolerant crops. CaPP2C (Capsicum annum protein phosphatase 2C), 
CaMAPK1 (Capsicum annum mitogen-activated protein kinase 1), and 
CaBI-1 (Capsicum annum Bax inhibitor-1) cDNA clones were 
isolated from the cDNA library of heat-stressed hot peppers 
(Capsicum annum). The transcriptions of these genes were induced 




mobilized and over-expressed into tobacco (Nicotiana tabacum) using 
Agrobacterium mediated transformation under the control of CaMV 
35S promoter. Trangenecity confirmed by the RNA blot analysis and 
detected transcript of CaPP2C, CaMAPK1, and CaBI-1 in over-
expressed transgenic tobacco plants in normal growth conditions. To 
elucidate the functions of these genes in abiotic stresses tolerance, 
bioassay was performed with these transgenic tobacco plants. These 
transgenic tobacco plants did not show any abiotic tolerance. The 
trancriptome analysis revealed that the ARF gene was highly up-
regulated in these transgenic tobacco plants. Assuming the ARF gene 
may have the function in abiotic stress tolerance. Nine ARF genes 
were isolated from the tobacco. Among the isolated ARF cDNA clone, 
the NtARF1 (Nicotiana tabacum ADP-ribosylation factor 1) gene was 
highly expressed in the CaPP2C transgenic tobacco plant. The 
expression of the NtARF1 transcript was also induced by high-
temperature stress. To elucidate the in vivo function of NtARF1, 
NtARF1 ORF was over-expressed into tobacco. NtARF1 transgenic 
tobacco plants exhibited enhanced growth including, plant height, 
number of flowers per plant, and early seed germination compared 
with vector control plants. NtARF1 transgenic tobacco transgenic 
plants also showed tolerance to abiotic stresses, such as high-
temperature, drought, cold, and high salinity. I also classified ARF 
family genes in plant species through systematic genomic DNA 




extensively annotated genomes of wilde type plants and some of the 
major crops. The phylogenetic analysis  revealed that one group 
(Class 1), comprised the highest number of ARFs among the four 
groups obtained for all plant species analyzed, especially for crop 
plant species. Thus, Class 1 ARFs of crop species were highly 
enriched as compared to the wild type species.  
 
Keywords: ADP-ribosylation factor, abiotic stress, Nicotiana tabacum, 
transgenic plant, abiotic stress tolerant plant, seed germination, 
phylogenetic tree 
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